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RESUMEN  
Las hormonas tiroideas (THs) regulan, entre otros procesos fisiológicos, el metabolismo, 
desarrollo, crecimiento y proliferación celular en organismos superiores. Estas acciones las 
realizan principalmente a través de su unión a los receptores de hormonas tiroideas (THRs) 
que son factores de transcripción dependientes de ligando, pertenecientes a la superfamilia de 
receptores nucleares (NRs). Uno de estos receptores, el THRB (THRβ1), se comporta como un 
gen supresor de tumores ya que es capaz de reducir la proliferación de algunos tipos de 
células cancerosas y de inhibir la transformación celular y el crecimiento de tumores in vivo. 
Además, la aparición de mutaciones y la pérdida de expresión de THRB es un hecho común en 
varios tipos de tumores.  
Por otra parte, se ha descrito que otros ligandos de los NRs como el ácido retinoico o 
los andrógenos pueden inducir senescencia celular. Este fenómeno es muy importante como 
supresor tumoral y supone una de las primeras barreras contra la transformación celular y la 
progression tumoral. Con estos antecedentes, nos planteamos la hipótesis de que parte de la 
actividad antitumoral del THR podría estar mediada por la inducción de senescencia celular.   
Los resultados obtenidos en cultivos de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs), 
indican que el tratamiento prolongado con T3 y la sobreexpresión de THRB inducen parada 
proliferativa, la aparición de células senescentes y daño en el ADN. La aparición de daño 
genómico también se observa en el hígado y riñón de ratones hipertiroideos. El daño 
observado tiene un origen oxidativo debido a la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), como consecuencia de alteraciones en la actividad mitocondrial. Los efectos sobre la 
mitocondria parecen tener lugar a través de la ruta de señalización de ATM/PRKAA y conducen 
a la activación del factor respiratorio nuclear 1 (NRF1) y a su reclutamiento a promotores de 
genes importantes para la función mitocondrial. ATM parece esencial para la inhibición de 
proliferación mediada por la hormona T3 y THRB, la aparición de ROS y senescencia celular, y 
además parece funcionar como un coactivador para THRB. 
Estas nuevas acciones del THRB en daño genómico y senescencia celular pueden  ser 
en parte responsables de su actividad supresora tumoral observada in vivo y de la aparición de 
daño tisular asociado a la condición hipertiroidea.
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ABSTRACT  
Thyroid hormones (THs) regulate, among other physiological processes, metabolism, 
development, growth and proliferation in higher eukaryotes. These actions take place through 
their interaction with thyroid hormone receptors (THRs) that belong to the superfamily of nuclear 
receptors (NRs), which act as ligand-dependent transcription factors. One of the THR isoforms, 
THRB (THRβ1) acts as a tumor suppressor, as it reduces cellular proliferation of some cancer 
cell types and is able to inhibit cellular transformation and growth and dissemination of some 
tumors in vivo. Moreover, the occurrence of mutations and loss of expression of THRB is a 
common event in some tumors. 
On the other hand, it has been described that other ligands of NRs, such as retinoic acid 
or androgens can induce cellular senescence. This is a very important phenomenon, since 
cellular senescence has been considered as a tumor suppressor mechanism and represents 
one of the first barriers against cellular transformation and tumor progression. This background 
led us to test the hypothesis that part of the tumor suppressor activity of the receptor may be, in 
part, mediated by the induction of cellular senescence. 
The results obtained show that prolonged treatment with T3 and THRB overexpression 
induces cell arrest, senescence and DNA damage in cultures of mouse embryonic fibroblasts 
(MEFs). The appearance of genomic damage is also observed in liver and kidney of  
hyperthyroid mice.This genomic damage has an oxidative origin, and is secondary to the 
generation of reactive oxygen species (ROS), as a consequence of alterations of the normal 
mitochondrial activity. These effects on mitochondrial function are mediated by the ATM/PRKAA 
signal transduction pathway and lead to the expression and activation of at least the nuclear 
respiratory factor 1 (NRF1) and to its recruitment to the promoters of genes with a key role on 
mitochondrial function. ATM appears to be required for the inhibition of proliferation mediated by 
the hormone and THRB, the production of ROS and the occurrence of cellular senescence. In 
addition, it also seems to act as a transcriptional coactivator for THRB. 
Taken together, these novel effects of the hormone T3 and THRB on DNA damage and 
cellular senescence may be involved in the tumor suppressor activity of THRB observed in vivo, 
and in the occurrence of tissue damage associated to the hyperthyroid condition. 
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·O2-: anión superóxido. 
 
·OH: radical hidroxilo. 
 
293T: células HEK293 (human embrionic 
kidney). Células epiteliales de riñón 
embrionarias), ATCC CRL-11268, a las que 
se les ha insertado el antígeno T de SV40 
(virus vacuolizante del Simio). 
8-OH-dG: 8-hidroxy deoxyguanosina. 
Acetil: acetilación. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ADNc: ácido desoxirribonucleico 
complementario. 
AP-1: proteína activadora 1. 
AR: receptor de andrógenos. 
ARF: ADP ribosylation factor. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
ARs: receptores de andrógenos. 
 
ATCC: colección de cultivos celulares tipo 
americana. 
 
ATM: (Ataxia Telangiectasia Mutated 
kinase). Proteína quinasa cuyo gen está 
mutado en la enfermedad Ataxia 
Telangiectasia.  
ATMKO: Fibroblastos embrionarios de 
ratón "knock-out" para el gen ATM.  
ATP: adenosín trifosfato. 
 
ATR: ATM and Rad3-related protein. 
 
BCA: ácido bibinconínico. 
 
BER: base escisión repair.  
bp: pares de bases. 
 
BrdU: bromodeoxiuridina. 
 
BSA: albúmina de suero bovina. 
 
Cat: catalasa. 
 
CBP: proteína de unión a CREB. 
 
CDKs: quinasa dependiente de ciclina. 
 
ChIP: Ensayo de inmunoprecipitación de 
cromatina (del inglés  chromatin 
immunoprecipitation). 
 
CoR: correpresor. 
 
Cox10:  proteína de ensamblaje del 
citocromo c oxidasa, hemo A: 
farnesiltransferasa.  
 
Cr: una medida de la respiración celular 
“routine” que refleja la actividad metabólica 
en las condiciones de cultivo rutinarias. 
 
CrO: la respiración tras inhibir con 
oligomicina que es causada principalmente 
por la compensación de la fuga de protones  
(“proton leak”) tras la inhibición de la ATP 
sintasa. 
 
CrU: la respiración estimulada un 
desacoplante que refleja la capacidad 
respiratoria de las mitocondrias 
desacopladas en células intactas. 
 
CTE: cadena transportadora de electrones. 
 
D: directo. 
 
DAB: diaminobenzidina. 
 
DBD: dominio de unión a ADN. 
 
DD foci:  DNA damage foci. 
 
DDR: DNA damage response. 
 
Dio1: desyodasa 1. 
 
DMEM: medio de cultivo Eagle modificado 
por Dulbecco. 
 
DMSO: dimetilsulfóxido. 
 
DNA-SCARS: focos de DDR asociados a 
senescencia celular. 
 
DNAse I: deoxiribonucleasa I. 
 
DRs: repeticiones directas.  
Clave de abreviaturas  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DSB: double strands breaks. 
 
dUTP: deoxiuridín trifosfato. 
 
E2F: factor de transcripción E2F. 
 
ECL: Enhanced chemiluminiscence. 
 
ELISA: Enzyme-Linked  Immuno-Sorbent 
Assay. 
 
ERRs: receptores relacionados con los 
receptores de estrógenos. 
 
ERs: receptores de estrógenos. 
 
FADH2: forma reducida del dinucleótido de 
flavina-adenina (FAD). 
 
FCCP: carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-
hidrazona.  
Fig.: figura. 
 
FITC: fluoresceína.  
 
Foci: del latín, focos. 
 
gag: proteína estructural de los retrovirus. 
 
Gapdh: gen del ratón que codifica para  la 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 
 
Gpx: glutatión peroxidada. 
 
GRs: receptores de glucocorticoides. 
 
GSH: glutatión. 
 
GSSG: disulfuro de glutatión. 
 
GST: glutatión s transferasa. 
 
Gy: gray. 
 
h.p.i.: horas post-infección. 
 
h.p.t.: horas post-transfección.  
 
H2DCFDA: 2’, 7’ diclorofluoresceína 
diacetato. 
 
H3F3A K9 3me: histona 3 trimetilada en 
lisina 9. 
 
HAT: acetiltransferasa de histonas. 
 
HC-ADN: heterocromatina. 
 
HDACs: deacetilasas de histonas. 
 
HepG2: células de carcino heptocelular 
humano, ATCC: HB-8065. 
 
HMTs: metiltransferasas de histonas. 
 
HREs: elementos de respuesta a hormona. 
 
hsp: proteínas de heat-shock.  
 
HUGO: Human Genome Organization.  
 
IF: inmunofluorescencia. 
 
IgG: inmunoglobulinas normales de la 
subclase G. 
 
IHC: inmunohistoquímica. 
 
IMR90: fibroblastos humanos diploides 
(ATCC: CCL-186). 
 
IPs: palíndrome invertido. 
 
KO: knock-out. 
 
LBD: dominio de unión a ligando.  
 
LTRs: Long Terminal Repeats.  
Luc: Luciferasa. 
 
mAb: anticuerpo monoclonal. 
 
MAPKs: proteínas quinasas activadas por 
mitógenos. 
 
MCF-7: células tumorales humanas de 
mama, ATCC HTB-22. 
 
MCS: sitio de multiclonaje. 
 
MEFs: fibroblastos embrionarios de ratón, 
Mouse Embryonic Fibroblasts. 
 
MES: ácido2-(N-morfolino) etanosulfónico. 
 
mg: miligramo. 
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min: minuto.  
 
ml: mililitro. 
 
MMEJ: micro homology-mediated end 
joining. 
 
MMR: mismatch repair.  
MPA: ácido metafosfórico. 
 
MW: multiwell.   
 
N2aβ: células de neuroblastoma (ATCC: 
CCL-131) de ratón transfectadas 
establemente con THRβ1. 
 
NAC: N-acetil-cisteína. 
 
NAD+: dinucleótido de nicotinamina 
adenina. 
 
NADH: forma reducida del NAD+. 
 
NCBI: National Center for Biotechnology 
Information. 
 
NCoR: correpresor nuclear. 
 
NHEJ: non-homologous end joining.  
NER: nucleotide escisión repair. 
nm: nanómetro. 
 
NIH-3T3: fibroblastos murinos, ATCC: CRL-
1658.  
NP-40: nonil fenoxipolietoxiletanol.  
NRF1: factor de respiración nuclear 1, 
Nuclear Respiratory Factor.  
NRs: receptores nucleares.  
ns: estadísticamente no significativo. 
 
O2: oxígeno molecular. 
 
ºC: grados centígrados.  
OGG1: glicosilasa ADN 8-oxoguanosina. 
 
OIS: oncogene induced senescence. 
 
ON: overnight. 
 
ONOO-: peroxinitrito. 
 
p.ej.: por ejemplo. 
 
pAb: anticuerpo policlonal. 
 
Pal: palíndrome. 
 
PARP1: poly ADP-ribose polymerase. 
 
PBS: tampón fosfato salino pH 7,5. 
 
PBST: tampón fosfato salino pH 7,5 con 
0,05% de Tween-20.  
 
PCMV IE: promotor inmediatamente temprano 
del citomegalovirus. 
 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 
 
PDLs: population doublings levels, 
PDLs=log (Nf/Ni)*log 2. 
PFA: paraformaldehído. 
PGF2α :  prostaglandina 2α. 
 
PKA: proteína quinasa A. 
 
pmol: picomol.  
 
PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluoruro. 
 
pol: transcriptasa reversa retroviral. 
 
R: reverso. 
 
r.p.m.: revoluciones por minuto. 
 
RA: ácido retinoico. 
 
Rac1: Gen murino que codifica para el 
substrato de la toxina botulínica C3 
relacionada con RAS. 
 
RARs: receptores del ácido retinoico. 
 
RB1: retinoblastoma. 
 
RCR: Respiratory Control Ratio. 
 
RCRp: Phosphorylation Respiratory Control 
Ratio. 
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RNAse A: ribonucleasa A. 
 
RNS: especies reactivas de nitrógeno. 
 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
(Reactive Oxigen Species). 
 
ROX: Respiración después de la inhibición 
secuencial del complejo I y III mediante la 
incorporación al medio de rotenona, 
primero, y antimicina A después. 
 
RT-qPCR: RT-PCR cuantitativa. 
 
RT: temperatura ambiente. 
 
RXR: receptor X de retinoides. 
 
s: segundo. 
 
s.d.: desviación estándar. 
 
SA-β-Gal: actividad β-galactosidasa 
asociada a senescencia. 
 
SAHF: focos de heterocromatina asociados 
a senescencia celular.  
 
SASP: fenotipo secretor asociado a células 
senescentes. 
 
Sco1: gen del ratón que codifica para el 
factor de ensamblaje de la citocromo 
oxidasa. 
 
SDS-PAGE: electroforesis en geles de 
poliacrilamida con SDS. 
 
SDS: dodecil sulfato sódico. 
 
Ser:  aminácido serina. 
 
SFB: suero fetal bovino. 
 
SIPS: senescencia inducida por estrés. 
SOD: superóxido dismutasa. 
 
Sod1: gen del ratón que codifica para la 
superóxido dismutasa 1.  
 
Sod2: gen del ratón que codifica para la 
superóxido dismutasa 2. 
 
SSB: single strands breaks.  
 
T3: hormona triiodotironina. 
 
T4: hormona tiroxina. 
 
TAE: solución de Tris base, ácido acético y 
EDTA, pH 8,0. 
 
TBP: TATA box binding protein. 
 
TdT: terminal deoxiribonucleótido 
transferasa. 
 
TEAM: trietanoalamina. 
 
Tfam: gen murino que codifica para el 
factor de transcripción A mitocondrial. 
 
TGFB: tumor growth factor β. 
 
THRs: receptores de las hormonas 
tiroideas. 
 
TK: timidina quinasa.  
 
TP53KO: fibroblastos embrionarios de ratón 
knock-out para el gen Tp53.  
TPA: tissue polypeptide antigen. 
 
TPDQ: 1,2,3,4-tetrahydro-2,2-dimethyl-6-
(trifluoromethyl)-8-pyridono-[5,6-g] 
quinoline.  
TRE: elemento de respuesta a hormona 
tiroidea. 
 
TREpal: hemisitios TRE palindrómicos. 
 
Tris: tris(hidroximetil)aminometano. 
 
Trx: tiorredoxinas. 
 
TRαβKO: Fibroblastos embrionarios de 
ratón "knock-out" para los genes que 
codifican para los receptores α y β de la 
hormona tiroidea. 
 
TSH: thyroid-stimulating hormone, también 
conocida como tirotropina. 
 
u.a.: unidades arbitrarias. 
 
Ucp2: gen del ratón que codifica para la 
proteína desacoplante 2. 
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Ucp3: gen del ratón que codifica para la 
proteína desacoplante 3. 
 
UCPs: proteínas desacoplantes. 
 
UCR: Uncoupling Control Ratio. 
 
UV: ultravioleta. 
 
v-erb-a: oncogén del virus de la 
eritroblastosis aviar. 
 
Val: aminoácido valina. 
 
VDR: receptor de vitamina D. 
 
WB: western blot.  
 
wt: wild type (fenotipo normal). 
 
Xgal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
3galactopiranósido.  
µg: microgramo. 
 
µM: micromolar. 
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En la siguiente tabla se muestra la nomenclatura de los genes y proteínas 
empleada en esta memoria: 
Nomenclatura 
HUGO 
Nomenclatura 
clásica 
Breve Descripción 
ACTB β-actina Proteína globular de los 
microfilamentos 
CBX3 γHP1 Proteína de unión a 
heterocromatina 1γ 
CCNA1 CICLINA A1 Se une a CDK2, específico de la 
fase S 
CCND1 CICLINA D1 Se une a CDK4/6. Regula la 
transición G1/S 
CCNE CICLINA E Se une a CDK2, específico de la 
fase G1/S 
CDKN1A P21 Inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 1A (CDK2/4) 
CDKN2A P16 Inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 2A (CDK4) 
CDKN2C P18 Inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 2C (CDK4) 
CDKN2D P19/ARF Inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 2D (CDK4) 
CHEK1 CHK1 Quinasa checkpoint 1 
CHEK2 CHK2 Quinasa checkpoint 2 
CREBBP CBP Proteína de unión a CREB 
CTTNB1 β-catenina Proteína de adhesión celular 
CYBB NOX2 Citocromo c-245 
ERBB3 ErbB3 Receptor tirosina proteína quinasa 
erb3 
GTF2B TFIIB Factor general de transcripción 
IIBs 
H2AFX H2AX Histona 2AX 
H3F3A H3 Histona 3 
HDM2 MDM2 TP53 E3 ubiquitín proteína ligasa 
MET C-met Receptor del factor de crecimiento 
de hepatocito 
MT-CO1 COX1 Citocromo oxidasa 1 codificada en 
la mitocondria 
MT-CYB CYTB Citocromo b codificada en la 
mitocondria 
NBN NBS1 Componente del complejo 
mediador MRN 
NCoA1 SRC-1 Coactivador de los NRs 
NCoA2 GRIP-1/TIF-2 Coactivador de los NRs 
NCoA3 ACTR Coactivador de los NRs 
NCoR2 SMRT Silencing modulator of RAR and 
TR 
P300 EP300 Histona acetiltransferasa P300 
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PIK3CA PI3K Quinasa dependiente de fosfatidil 
3-OH-inositol, polipéptido α, 
subunidad catalítica  
PIK3R P85 Subunidad reguladora de PIK3CA 
PKKDC DNA-PK Proteína quinasa dependiente de 
ADN 
PPARGC1A PGC1α Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma coactivator 1-
alpha 
 
PPARGC1B PGC1β Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma coactivator 1-beta. 
 
PRKAA AMPK Proteín quinasa activada por AMP 
SLC25A4 ANT1 Translocador de núcleotido de 
adenina en la mitocondria 
SMARCA1 SWI/SNF Complejo remodelador de 
cromatina dependiente de ATP 
SMARCA4 BRG1/Brahma Subfamilia a miembro 4 de 
reguladores de cromatina 
dependiente de actina 
STK11 LKB1 Serín/ treonín quinasa 11 
TAF5L p/CAF Factor asociado a P300/CBP 
TGFB TGFβ Tumor growth factor β 
THRA1 TRα1 Receptor hormonas tiroideas α1 
THRB1 TRβ1 Receptor hormonas tiroideas β1 
TOP2B TOPOIIβ ADN topoisomerasa II β 
TP53 P53 Proteína tumoral P53 
TP53BP1 P53BP1 Proteína de unión a TP53 
TRH THR Hormona liberadora de tirpotropina 
TUBA1A α-tubulina Proteína globular de los 
microtúbulos 
UQCRSF1 RIP1 Ubiquinol citocromo  c reductasa, 
sulfuro de hierro Rieske 1 
XCCC6 KU70 Proteína de reparación de ADN por 
recombinación no homóloga 
XRCC5 KU86 Proteína de reparación de ADN por 
recombinación no homóloga 
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1.- Las Hormonas Tiroideas. 
 Las hormonas tiroideas son pequeñas moléculas lipofílicas, derivadas del aminoácido 
tirosina y producidas por la glándula tiroides. Las formas mayoritarias de estas hormonas son la 
T3 (3,3’,5-triiodotironina) y la T4 (tiroxina), siendo la T4 la forma mayoritariamente segregada 
por el tiroides. La T4 tiene como principal función servir como precursor de T3, tras la 
desiodación 5’ del anillo externo, mediada por las enzimas desiodasas (334). Existen tres tipos 
de desiodasas, siendo el grupo más importante las del tipo I (Dio1), que se expresan en los 
tejidos periféricos como hígado y riñón, y que convierten la T4 circulante en T3, la forma más 
activa (Fig. 1a) (208, 273, 334). 
Las hormonas tiroideas tienen un papel fundamental en el crecimiento, diferenciación y 
metabolismo de los organismos superiores (140), y son necesarias para el correcto 
funcionamiento de la mayoría de los tejidos. Una de sus principales acciones es el aumento del 
consumo de oxígeno y del metabolismo basal (209). Afectan a la biosíntesis de proteínas, 
regulan el crecimiento, la función cardiaca, la maduración del sistema nervioso y son 
esenciales para el metabolismo de glúcidos y lípidos, influyendo en el metabolismo energético 
y la generación de calor. 
 
 2.- Los Receptores de las Hormonas Tiroideas (THRs). 
 2.1.- Los genes de los THRs y la expresión de las distintas isoformas. 
 La acción de las hormonas tiroideas está mediada principalmente a través de su unión a 
los receptores de hormonas tiroideas (THRs). Los THRs están codificados por dos genes, 
THRA y THRB, localizados, en el caso de humanos, en los cromosomas 17 y 3, 
respectivamente. Estos genes dan lugar a las distintas isoformas de los receptores THRα y 
THRβ (147). 
Figura 1. La hormona T3. Estructura química de la hormona triiodotironina (T3).  
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 El gen THRA es el homólogo celular del oncogén v-erb-a, del virus de la eritroblastosis 
aviar, que codifica una proteína de fusión entre THRα1 y el producto del gen retroviral gag, que 
ha perdido la capacidad de unir ligando. El gen THRA codifica para varias isoformas del 
receptor, siendo las principales THRα1 y THRα2. Esta última variante no une ligando y se 
comporta como un dominante negativo de THRα1 (78, 147).  
El gen THRB da lugar a las isoformas THRβ1 y THRβ2, que pueden unir T3 (118, 147). 
Otras variantes de THRβ son las isoformas THRβ3 y THRΔβ3. Esta última se comporta como 
un dominante negativo que une T3 con alta afinidad (320). 
 La expresión diferencial de estas isoformas en los tejidos constituye un importante nivel 
de regulación. THRα1 presenta una expresión ubicua y se localiza principalmente en cerebro, 
músculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo marrón e intestino (192, 227, 279), mientras que 
THRα2 se expresa de forma mayoritaria en el cerebro (191, 192). THRβ1 es la isoforma que 
tiene una distribución más generalizada en el organismo encontrándose altos niveles de 
expresión en cerebro, hígado y riñón (118), mientras que THRβ2 se expresa exclusivamente en 
la glándula hipofisaria, hipotálamo y retina (54, 118, 147).  
Los THRs pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares (NRs), que actúan 
como factores de transcripción dependientes de ligando (10). Todos los miembros de esta 
superfamilia descienden, a través de un proceso evolutivo, de un ancestro común (10). Este 
mismo proceso evolutivo permite la división de los NRs en seis subfamilias (146). Los THRs 
forman parte de la primera subclase, la más amplia, que además engloba a los receptores del 
ácido retinoico (RARs), de la vitamina D (VDR), los receptores de los activadores de la 
proliferación de peroxisomas (PPARs) y alguno de los receptores de los que no se conoce su 
ligando, los denominados receptores huérfanos (10, 92). 
2.2.- Función fisiológica de los THRs. 
 El estudio con animales transgénicos o que presentan inactivación génica, knock-out 
(KO), de alguna de las isoformas de los THRs, ha permitido establecer las funciones 
fisiológicas de estos receptores. 
Así, el transgénico para v-erb-a tiene un fenotipo que se caracteriza por presentar 
hipotiroidismo congénito, respuesta a TSH alterada, hepatomas, fertilidad disminuida y una 
reducción en la cantidad de tejido adiposo (14). También se ha observado que este fenotipo no 
se debe exclusivamente al bloqueo de la respuesta a la hormona T3, puesto que se ha 
observado también una actividad dominante negativa de v-erb-a sobre la activación 
transcripcional mediada por ácido retinoico (44, 63). La inactivación de THRα1 conlleva a un 
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descenso en la temperatura corporal y a la alteración de la función cardíaca (319). La 
inactivación de THRα2, en cambio, se caracteriza por presentar únicamente ligeras anomalías 
(82). Sin embargo, si se inactivan ambas isoformas, los animales presentan un fenotipo de 
hipotiroidismo severo, malformaciones intestinales y retraso en el crecimiento y los ratones 
mueren después del periodo de lactancia (83). La incidencia de la mortalidad en estos animales 
disminuye parcialmente si a las crías se les inyecta T3. 
El estudio de los ratones KO del gen Thrb, indica un papel muy importante de este 
receptor en el desarrollo del oído y de la retina, así como en el metabolismo del colesterol (81, 
100, 203). El fenotipo que presenta el doble KO para Thra y Thrb, es bastante similar al del KO 
para Thra, además, las hembras son estériles y los machos presentan una menor fertilidad 
(96). 
En resumen, todos estos estudios permiten concluir que la ausencia de los THRs no es 
incompatible con la vida, y los ratones con hipotiroidismo congénito presentan defectos más 
graves que los que se observan en los ratones KO, debido probablemente al papel que el 
receptor vacío y los correpresores tienen en la represión de la transcripción basal de los genes 
diana de los receptores.  
2.3.- Estructura de los THRs. 
 Los THRs, como la mayoría de los NRs, presentan una estructura modular compuesta 
por diferentes dominios (Fig. 2), los cuales son funcionalmente autónomos y además presentan 
la capacidad de ser intercambiables con los de otros NRs relacionados, sin perder su 
capacidad funcional (10).  
 
El dominio A/B de los NRs es una región variable en longitud y secuencia que se 
localiza en el extremo amino-terminal y presenta un dominio AF-1. Este dominio tiene función 
de activación transcripcional independiente de ligando. Por diferentes procesos de 
procesamiento alternativo y por el uso de diferentes regiones promotoras y sitios de inicio de 
transcripción, se generan diferentes tipos de estos dominios, lo que al final da lugar a la 
Figura 2. Receptor de las hormonas 
tiroideas (THR). Estructura modular de los 
receptores de hormonas tiroideas (THRs). La 
región A/B incluye el dominio de 
transactivación independiente de ligando AF-
1; la región C incluye el dominio de unión al 
ADN (DBD). La región D es un dominio 
bisagra y la región E/F contiene los dominios 
de unión al ligando (LBD), de dimerización y 
de transactivación dependiente de ligando 
(AF-2).   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generación de diferentes isoformas. Por ejemplo, THRβ1 y THRβ2 presentan los mismos 
dominios LBD y DBD pero, en cambio, la región A/B es diferentes en ambos receptores. La 
Región C o DBD (DNA Binding Domain), compuesta de dos dedos de zinc, es el dominio más 
conservado entre los NRs y su función principal consiste en el reconocimiento de secuencias 
específicas de las regiones reguladoras de los genes diana, para su regulación transcripcional 
(236). La región D o bisagra es variable entre los diferentes NRs. Se trata de una región o 
puente flexible entre el DBD y el LBD que presenta señales de localización nuclear y 
secuencias que median la unión a correpresores (45, 121, 221, 226). La región E o LBD 
(Ligand Binding Domain) presenta múltiples funciones. Es responsable de la  unión de ligando 
y de la transactivación dependiente de ligando, mediada esta última por el dominio AF-2, y 
además media la homo- y hetero-dimerización de los receptores (80). El dominio LBD está 
constituido por 12 α-hélices (H1-H12). Las hélices forman una cavidad hidrofóbica que acoge al 
ligando (199). La unión del ligando conlleva un importante cambio conformacional de la 
estructura del receptor, que conduce a la formación de una estructura más compacta en la que 
destaca la recolocación de la hélice 12 hacia una posición que cierra la cavidad en la que se 
encuentra el ligando. 
 3.- Regulación de la expresión génica por los THRs. 
3.1.- Elementos de respuesta a hormona. 
La regulación de la actividad transcripcional por los THRs normalmente implica el 
reconocimiento por parte del receptor de secuencias específicas en los genes diana. Estas 
regiones se denominan elementos de respuesta a hormonas tiroideas o TREs, que 
tradicionalmente se pensaba que se localizaban en el promotor proximal del gen diana. Sin 
embargo, datos recientes han demostrado que estos elementos pueden encontrarse en 
regiones intragénicas o lejanas al sitio de inicio de transcripción (68).  
Mediante el análisis de estos elementos de respuesta, se ha demostrado la existencia 
de un hexámero o motivo central de reconocimiento, que se denomina hemisitio. Se trata de la 
secuencia consenso AGGTCA, que reconocen casi todos los NRs, a excepción de los 
receptores de esteroides de la subclase III (18). Aunque los NRs pueden reconocer estos 
motivos en forma de monómeros, la mayoría, incluyendo los THRs, se unen como 
homodímeros o como heterodímeros con el RXR, a elementos compuestos por dos motivos 
hexaméricos, siendo los heterodímeros THR/RXR la forma más activa de los THRs (137). Los 
THRs pueden unir TREs cuyos hemisitios están dispuestos como palíndromos (TREpal), 
repeticiones directas (DRs) o palíndromos invertidos (IPs). Las separaciones óptimas de estos 
hemisitios son 0, 4 ó 6 nucleótidos, respectivamente (334). 
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 3.2.- Mecanismos de regulación de la expresión génica por los THRs. 
Los THRs regulan la expresión de los genes diana mediante diferentes mecanismos: 
3.2.1.- Activación transcripcional mediada por TREs positivos.  
 Los THRs en ausencia de ligando tienen un papel como represores constitutivos cuando 
se unen a TREs positivos (13, 38), debido a la interacción con correpresores como NCOR y 
NCOR2 (SMRT) (45, 121, 122, 230, 248). Estos correpresores tienen la capacidad de reclutar 
complejos que contienen desacetilasas de histonas (HDACs), que generan una estructura 
compacta de la cromatina sobre el promotor, provocando la represión transcripcional. Con la 
unión del ligando al receptor, se produce un cambio conformacional de éste, que causa la 
liberación de los correpresores y permite un reclutamiento secuencial de complejos 
coactivadores (199). Este cambio conformacional implica un replegamiento de la α-hélice 12 
que contiene el dominio AF-2, que conjuntamente con residuos localizados en las hélices 3 y 4 
forma un surco hidrofóbico que acomoda el dominio de interacción de los coactivadores con el 
receptor (145, 239, 305). Estos nuevos complejos coactivadores producen la descompactación 
de la cromatina y finalmente la activación transcripcional de los genes que regulan (Fig. 3).  
 Entre las múltiples familias de coactivadores identificadas destacan por su importancia, 
la familia p160 (NCOA1, NCOA2 y NCOA3). Estos coactivadores, a su vez, son capaces de 
interaccionar con otros coactivadores como CREBBP/EP300 y TAF5/6L (198), con actividad 
histona acetil transferasa (HAT) (133). Por otro lado, también se asocian con proteínas histona 
arginina metil transferasa (HMT), como CARM1 o PRMT. De esta forma, la unión del ligando al 
receptor provocaría una serie de modificaciones en el “código de histonas” que tiene como fin 
la activación transcripcional de sus genes diana. 
Los receptores también reclutan complejos remodeladores de cromatina dependientes 
de ATP, como SMARCA1. La energía liberada de la hidrólisis de ATP por su subunidad 
catalítica SMARCA4, moviliza a los nucleosomas, lo que junto a las modificaciones 
postraduccionales de las histonas, generaría una cromatina menos compacta y más accesible 
a la maquinaria de transcripción basal (175). Además, se ha descrito que estos receptores en 
presencia de ligando pueden interaccionar con componentes de la maquinaria basal de 
transcripción, como son TBP o GTF2B (10, 245) y con complejos multiproteicos como 
DRIP/TRAP (equivalentes al complejo Mediador en levaduras), que median el reclutamiento de 
la holoenzima de la ARN polimerasa II, al promotor del gen diana (79). 
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3.2.2.- Represión transcripcional mediada por TREs negativos. 
Los THRs también pueden mediar la regulación negativa de genes de un modo 
dependiente de ligando. En algunos casos, esta represión se debe a una inhibición pasiva 
debido a la competición con otros transactivadores por los sitios de unión del ADN o bien por la 
formación de heterodímeros transcripcionalmente inactivos. En otros casos existen TREs 
negativos que unen receptores y median una represión activa en presencia de ligando. Se han 
identificado este tipo de elementos, entre otros, en los genes de la tirotropina (TSH) y los de la 
hormona liberadora de tirotropina (TRH) (25). En estos elementos negativos, generalmente, el 
receptor vacío estimula la transcripción y la unión del ligando revierte dicha activación. La 
posición del TRE en el gen parece ser importante para su regulación. Habitualmente, los TREs 
negativos se localizan muy próximos al sitio de inicio de transcripción, algunos se sitúan por 
debajo de la caja TATA (19, 219, 247) y en algunas ocasiones, incluso están presentes en la 
región 3’ no traducida del gen (23).  
 3.2.3 Mecanismos independientes de la unión a TREs.  
Por otro lado, los THRs pueden regular la expresión de genes independientemente de la 
unión a TREs, mediante la interferencia con la actividad de otros factores de transcripción o 
Figura 3. Modelo general de acción de los receptores de las hormonas tiroideas. El heterodímero THR/RXR 
está unido a TRE positivos en las regiones reguladoras de los genes diana. Con la unión del ligando al receptor se 
produce la liberación de los correpresores (CoR) y de las histonas deacetilasas (HDACs) y el reclutamiento de 
coactivadores (CoA) y acetilasas de histonas (HATs), y otras proteinas remodeladoras de la cromatina, que tiene 
como consecuencia final la descompactación de la cromatina y la activación transcripcional.  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rutas de señalización (10). De este modo pueden regular negativamente la actividad de 
promotores que contienen elementos de unión para AP-1 (FOS y JUN), NFKB o CREB (40, 88, 
97, 186, 223, 252). Por otro lado, múltiples quinasas activadas por señales extracelulares como 
las PKA o caseína quinasas afectan a la actividad de los THRs (265), o de correpresores y 
coactivadores, como por ejemplo, a través de la fosforilación de NCOR2 por tirosina quinasas 
que causa su disociación del receptor (119).  
Las hormonas tiroideas también ejercen acciones no genómicas mediadas por sus 
receptores (310). Estos procesos tienen lugar a los pocos minutos de la adición de la hormona 
e implican la modulación positiva de cascadas de transducción de señales. Así, se ha descrito 
la interacción  de THRβ1 unido a T3, con la subunidad PIK3R de la PIK3CA en el citosol, sin 
necesidad de llegar al núcleo, activando esta ruta de señalización (37, 197). La interacción 
proteína-proteína entre CCND1 y los THRs modula la actividad del receptor de forma 
independiente de la actividad CDK (158). También se ha sugerido la existencia de acciones no 
genómicas de las hormonas tiroideas independientes de los THRs, en las que su unión a la 
integrina αVβ3, localizada en la membrana plasmática, activaría la vía de las MAPK que afecta 
a procesos de angiogénesis y proliferación celular (21, 284). Otro mecanismo diferente es la 
interacción funcional entre los THRs y el TGFB1. Este factor promueve la inactivación de la vía 
de señalización extracelular de las hormonas tiroideas a través de la estimulación de la 
desiodasa 3 (Dio3) (123). 
4.- El Papel de los THRs en Cáncer. 
 Existen múltiples evidencias que muestran la implicación de los THRs en cáncer. Las 
primeras de ellas provienen del descubrimiento del THRα1 como homólogo celular del v-erb-a, 
implicado en la transformación neoplásica en eritroleucemias y sarcomas en aves (254, 291, 
292). Además, como se ha mencionado, ratones transgénicos para v-erb-a desarrollan 
hepatocarcinomas (14). Se ha descrito, por otro lado, que THRβ1 interacciona con CCND1 y 
TP53 (15, 22, 158, 333) y en nuestro laboratorio se ha demostrado que los THRs son capaces 
de suprimir la transformación y tumorigénesis mediadas por el oncogén RAS, siendo la 
isoforma THRβ1 la que exhibe una mayor potencia en la inhibición de la formación de colonias 
de transformación, así como en la inhibición del crecimiento tumoral (88). 
 Varios estudios han revelado la aparición de mutaciones en los THRs y su expresión 
aberrante en diversas neoplasias humanas. Así, se han detectado mutaciones en THRA y 
THRB en el 65% y 76%, respectivamente, de los tumores de los pacientes con 
hepatocarcinoma (159). De la misma forma, el análisis de tumores renales, de mama, tiroides y 
gástricos, ha revelado una alta incidencia de mutaciones en los genes de los THRs (93, 134, 
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159-161, 232, 269, 308). Algunas de las mutaciones descritas producen defectos en la unión 
de THRβ al ligando de modo que no se produce la liberación de correpresores, impidiéndose la 
activación de la transcripción (44). Estos mutantes, además, se comportan generalmente como 
dominantes negativos de la actividad transcripcional del receptor nativo. 
 Se ha observado un grado variable de silenciamento de la expresión de THRB por 
hipermetilación de su promotor en tumores y en varias líneas celulares de cáncer de mama 
(156). Por otra parte, en tumores de diversas etiologías, se han observado deleciones en el 
cromosoma 3p, en el área donde se encuentra THRB (150, 270). Además se ha descrito la 
pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 3p en pacientes con cáncer de mama (6). Del 
mismo modo, el locus donde se encuentra THRA se encuentra también en un área con 
frecuentes pérdidas de heterocigosidad en cáncer de mama (85, 86). Los niveles de expresión 
de THRβ1 se encuentran también disminuidos en cáncer de tiroides respecto al tejido normal 
(30) y se ha descrito una alta incidencia de mutaciones en ambos receptores en pacientes con 
carcinomas papilares de tiroides (232). 
Una mutación en el gen THRβ1 (THRβPV), que presenta actividad dominante negativa 
y fue detectada en pacientes con síndrome de resistencia a hormona tiroidea, convierte al 
THRβ1 en un potente oncogén (135). Los ratones knock-in homocigóticos para esta mutación, 
desarrollan espontáneamente carcinoma de tiroides y metástasis en pulmón y corazón (282). 
También se ha descrito, que estos ratones desarrollan hiperplasia mamaria a través de una 
activación aberrante de STAT5 (99). 
 Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que la expresión estable de 
THRβ1 en líneas celulares de hepatocarcinoma y carcinoma mamario, produce un retraso en la 
formación de tumores inducidos en ratones y una inhibición en la formación de metástasis 
(182). Esta inhibición tumoral se debe principalmente a que la reexpresión del receptor produce 
una disminución en la expresión de ARNm de genes que codifican para receptores de factores 
de crecimiento como EGFR1, ERBB3 e IGFR1; y también de genes prometastásicos, como 
Cxcr4, Ccr1, Ccr6 y Met, entre otros. En este estudio, utilizando ratones KO para los Thrs, se 
demuestra que los receptores endógenos limitan la progresión de los tumores de piel en un 
modelo de carcinogénesis química. Asimismo, en otro laboratorio, utilizando otro modelo de 
carcinogénesis química en ratas, se ha observado que la administración de T3 o del agonista 
del THRβ, GC-1, produce la regresión de nódulos preneoplásicos hepáticos (222). 
 Por otra parte, esta actividad inhibitoria de la proliferación celular y supresora tumoral 
contrasta con el papel que la hormona exhibe, por ejemplo, en células GH4C1 (117) o en 
hepatocitos normales (53, 179), donde actúa como agente mitogénico. Esta dualidad funcional 
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pone de manifiesto que la respuesta celular al tratamiento con hormona o a la expresión de los 
THRs depende de multitud de factores, y es el resultado de la expresión diferencial de las 
distintas isoformas, de la de los correguladores o de la interacción funcional con diferentes de 
factores y rutas de señalización. 
 Aunque todas las evidencias anteriormente expuestas indican un papel de los THRs 
como supresores tumorales, lo que concuerda con el hecho de que la expresión de estos 
receptores tiende a perderse en la mayoría de líneas celulares y tumores, los mecanismos por 
los cuales los THRs ejercen estas actividades no están totalmente esclarecidos.  
 En este trabajo se han estudiado solamente las isoformas principales de los THRs, 
THRα1 y THRβ1; con el objeto de simplificar la nomenclatura, en adelante nos referiremos a 
las mismas como THRA y THRB, respectivamente. 
 5.- Efecto de las Hormonas Tiroideas en la Función Mitocondrial. 
 Las hormonas tiroideas promueven el aumento del consumo de oxígeno, del 
metabolismo basal, de la temperatura corporal y de la frecuencia cardiaca. En experimentos 
con ratas hipotiroideas (286, 287), estos cambios eran evidentes a partir de las 24-48 horas de 
la administración de T3. De estos experimentos y otros se puede concluir que el consumo de 
oxígeno es mayor en la condición hipertiroidea que en el hipotiroidismo (28). A las mismas 
conclusiones se llegan cuando se utilizan cultivos de hepatocitos primarios (205).  Aunque las 
primeras evidencias que indican la influencia de las THs sobre la mitocondria datan de 1895 
(174), todavía hoy no se conocen del todo sus mecanismos moleculares (225). Sin embargo, 
podemos dividir estos mecanismos en genómicos o no genómicos. 
 Los efectos fisiológicos más evidentes provocados por las THs se inhiben 
sustancialmente si se administra el inhibidor de la transcripción actinomicina D, indicando por 
tanto un control transcripcional de la función mitocondrial. De hecho, la administración de T3 
conduce a un aumento de los niveles de ARNm de un número elevado de genes mitocondriales 
codificados por el núcleo o por el genoma mitocondrial (7, 90, 128, 130, 172, 200, 297, 317). El 
aumento de la transcripción del ADN mitocondrial (ADNmt) tiene lugar a través del factor de 
transcripción mitocondrial A (TFAM), cuyos niveles son regulados a su vez por T3 (91, 262, 
303), y que actuaría en la mitocondria estimulando tanto la replicación como la transcripción 
mitocondrial. TFAM se une a secuencias de los promotores del ADN mitocondrial (secuencias 
upstream enhancers) estimulando la transcripción de los genes que codifican las proteínas 
mitocondriales, vitales para el transporte de electrones y la síntesis de ATP.  
 Por otra parte, las THs son capaces de regular la función mitocondrial a través de los 
denominados factores respiratorios nucleares (NRFs). El más importante de estos factores en 
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la biogénesis mitocondrial es el factor de respiración nuclear NRF1 (49, 71, 262, 263, 304). Se 
ha descrito que en hepatocitos la hormona T3 regula transcripcionalmente NRF1 a través de 
TREs localizados en su región promotora (298, 314). A su vez, NRF1 regula genes 
respiratorios codificados por el núcleo a través de su unión a secuencias consenso situadas en 
los promotores de genes implicados en la función mitocondrial (257), tales como TFAM (70) o 
citocromo c (Cycs) (303, 335). NRF2 al igual que NRF1, induce la expresión de genes 
mitocondriales codificados por el núcleo, como TFAM (256), y otros que codifican para enzimas 
antioxidantes a través de su unión a AREs (elementos de respuesta antioxidante), regulando 
así la respuesta celular al estrés oxidativo (206). 
Las THs también inducen la expresión de un regulador clave de la función mitocondrial, 
PPARGC1A (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha) que sirve 
como coactivador para una gran variedad de NRs. PPARGC1A, que es regulado tanto a nivel 
transcripcional como post-transcripcional por la hormona T3 (126, 298, 312, 330), induce la 
expresión de NRF1 y NRF2 y aumenta su actividad transcripcional (12, 231, 249). Además de 
su papel en la biogénesis mitocondrial, PPARGC1A regula la termogénesis adaptativa en el 
tejido adiposo marrón y la gluconeogénesis hepática. Otro miembro de la familia de estos 
activadores es PPARGC1B que, al igual que PPRAGC1A, es regulado por T3 y comparte 
muchas características funcionales con PPARGC1A, como la estimulación de la actividad 
mitocondrial, y que participa en la respuesta adaptativa durante el estrés metabólico (155, 312). 
A través de estos factores de transcripción mencionados, la hormona T3 induce un perfil 
característico de expresión que ha sido observado en diferentes modelos animales y celulares 
y que es específico para cada uno de ellos (43, 112, 188, 233, 268). Dentro de las seis 
primeras horas post-tratamiento tienen lugar los cambios de expresión temprana, mientras que 
el segundo patrón diferenciado, de expresión tardía, tiene lugar después de las 48 horas (312, 
314). Estos cambios de expresión conducen a los cambios fisiológicos observados.  
 Sin embargo, las THs también pueden influir en la función mitocondrial a través de 
mecanismos rápidos y directos, mediante las denominadas acciones "no genómicas", que son 
evidentes después de tiempos cortos (de minutos a pocas horas) y pueden ser mediadas a 
través rutas de transducción de señales (cAMP, quinasas, inositol fosfatos, etc.). Uno de estos 
mecanismos implicaría la acción de la T3 a través de un receptor en la propia mitocondria (39, 
326, 327). Se trata de un producto de transcripción alternativo del gen Thra, denominado p43, 
que presenta una deleción del extremo amino-terminal (AF-1), pero posee los dominios DBD, 
LBD y el dominio de transactivación dependiente de ligando (313). Se ha propuesto que este 
receptor actuaría sobre el ADNmt para activar su expresión, a través de su unión a TREs 
similares a los encontrados en el núcleo. Otros mecanismos implican la acción de 
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diiodotironinas (3-3'-T2 y 3-5'-T2) directamente sobre la mitocondria a través de estos mismos 
receptores (143, 144). 
 6.- Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) y Estrés Oxidativo. 
 6.1.- Las Especies Reactivas de Oxígeno (ROS). 
 Las ROS son de dos tipos, radicales libres que contienen moléculas portadoras de uno 
o más electrones desapareados en sus orbitales exteriores, o no radicales que no contienen 
electrones desapareados pero que son químicamente reactivas y pueden convertirse en ROS 
radicales (101, 294). Las ROS radicales más comunes en los sistemas biológicos son el anión 
superóxido (·O2-), óxido nítrico (·NO) y radicales hidroxilo (·OH). Algunos ejemplos de ROS no 
radicales son el H2O2, ozono, peroxinitrato e hidróxido.  
 6.2.- La función de las ROS en los sistemas biológicos y sus efectos. 
 Las ROS son esenciales para los sistemas biológicos: regulan muchas rutas de 
transducción de señales implicadas en crecimiento y diferenciación, regulan la actividad de 
enzimas (como la ribonucleótido reductasa), median la inflamación estimulando la producción 
de citoquinas y ayudan a eliminar patógenos y partículas extrañas (201, 315, 316). Las ROS 
radicales son moléculas altamente reactivas, debido a que suelen captar un electrón de 
moléculas estables para de esta forma alcanzar su estabilidad electroquímica. Si esto se 
produce, la molécula que cede el electrón pasa a ser un nuevo radical libre, lo que inicia una 
reacción en cadena (32, 296). Así, las ROS producen la modificación oxidativa de moléculas 
como ADN, proteínas o lípidos. Un aumento en los niveles de ROS puede estimular la 
proliferación celular o incluso conducir a apoptosis o a senescencia celular. Sin embargo, un 
incremento grande en los niveles de ROS puede causar un daño oxidativo irreversible y la 
muerte celular por necrosis (76). La respuesta de la célula depende por tanto de la magnitud de 
las ROS y de la capacidad de eliminación de la célula por los sistemas antioxidantes. 
 6.3.- El origen de las ROS en la célula y su eliminación.  
 La principal fuente de ROS en la célula es la mitocondria. Algunos electrones de la 
cadena transportadora de electrones (CTE) pueden "fugarse" o perderse (electron leackage) y 
reducir el oxígeno molecular para producir el anión superóxido (·O2-), que puede ser convertido 
en otras ROS. Se ha estimado que el 98% de los electrones transferidos a lo largo de la CTE 
están implicados en la producción de ATP, pero el 1-2% restantes producen ·O2- (26, 41, 169, 
274, 276). En fagocitos y algunas células cancerosas, los complejos de NADPH oxidasa 
pueden producir ROS. Las ROS también pueden producirse como productos secundarios en 
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ciertas reacciones bioquímicas como la β-oxidación de ácidos grasos en peroxisomas, la 
síntesis de prostaglandinas y reacciones detoxificantes que implican al citocromo P450.  
Las células han desarrollado complejos sistemas de protección para limitar la 
producción de ROS y su acumulación en los diferentes compartimentos celulares, como la 
mitocondria, la membrana plasmática, el citosol o los peroxisomas. La protección de estos 
sistemas consiste en diferentes estrategias como la conversión de ROS en moléculas menos 
reactivas a través de un proceso conocido como scavenging o mediante mecanismos que 
impiden la reacción de ROS con otras moléculas para generar especies más reactivas (229). 
Estos sistemas incluyen las enzimas superóxido dismutasas (SOD) (26, 33, 163, 168), catalasa 
(Cat), peroxirredoxinas, tiorredoxinas (Trx), el sistema glutatión y las proteínas desacoplantes 
(UCPs). En la células también hay moléculas orgánicas que ayudan este proceso de 
detoxificación como son el ascorbato, el piruvato, los flavonoides y los carotinoides (77). 
6.4.- Efecto de las hormonas tiroideas en la producción y eliminación de ROS. 
Como se ha comentado más arriba, la condición hipertiroidea se asocia a un estado 
celular hipermetabólico y a un mayor consumo de oxígeno. Debido a este incremento en el 
consumo de oxígeno, se incrementa de forma directa la generación de ROS mitocondrial (301). 
Cuando la producción de ROS excede a los sistemas de detoxificación, se produce estrés 
oxidativo que produce lesiones oxidativas en todos los compartimentos celulares. Existen 
diversos trabajos donde se ha puesto de manifiesto que el tratamiento con THs conduce a la 
aparición de lesiones oxidativas en proteínas, lípidos o ADN  en diversos órganos y modelos de 
experimentación (revisado en (301)). También, el papel de las THs en el estatus celular 
antioxidante se ha estudiado extensivamente, sobre todo en tejidos de rata, aunque los 
resultados obtenidos han sido en algunas ocasiones contradictorios (301). A pesar de ello, 
podemos concluir que la inducción de estrés oxidativo viene acompañada de una respuesta 
celular antioxidante y que las THs regulan este equilibrio para intentar mantener la homeostasis 
redox celular. 
 7.- Respuesta Celular al Daño Genómico y su Reparación. 
 7.1.- Generalidades sobre la respuesta celular al daño genómico y su reparación. 
 La actividad metabólica de la célula o factores ambientales como agentes químicos o 
físicos, como las radiaciones, pueden provocar lesiones en el ADN que pueden alterar o inhibir 
la capacidad de la célula para transcribir un gen o incluso producir mutaciones y comprometer 
su supervivencia. Las lesiones que se producen en el ADN debido a procesos endógenos 
incluyen, entre otras, la oxidación, alquilación (generalmente metilación) e hidrólisis de bases, o 
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el desapareamiento de bases durante la replicación del ADN. Los agentes externos pueden 
inducir entre otras lesiones la formación de dímeros de pirimidina, la generación de aductos en 
el ADN y roturas en el ADN tanto de cadena simple (SSBs, single-strand breaks) como de 
doble cadena (DSBs, double-strand breaks).  
 La capacidad reparadora de la célula es vital para mantener la integridad del genoma y 
la función normal del organismo. Esta capacidad depende de varios factores, como el tipo 
celular, la edad de la célula y el ambiente extracelular. En general, la respuesta de la célula 
cuando acumula daño genómico depende de forma primordial del tipo y magnitud del daño 
infligido al ADN. El daño genómico puede producir una cierta inestabilidad genómica e inducir 
la proliferación celular, provocar la entrada en apoptosis o senescencia celular, producir una 
desregulación de la división celular e inducir un tumor o, incluso, provocar necrosis celular 
(116, 170, 173).  
 La reparación del ADN implica la acción de multitud de genes y mecanismos. En cuanto 
a las roturas del ADN, si sólo una de las cadenas está afectada, la cadena no afectada puede 
servir como molde para su reparación. Existen varios mecanismos de excisión/reparación 
(309). El BER (base excision repair) se encarga de la reparación de la base afectada por 
oxidación, alquilación, hidrólisis y deaminación, e implica varias actividades como ADN 
glicosilasa, endonucleasa, polimerasa y ligasa. El NER (nucleotide excision repair) reconoce 
lesiones que distorsionan la hélice, como los dímeros de pirimidinas. Una forma especializada 
de NER implica la reparación de estas lesiones acoplada con la transcripción (transcription-
coupled repair). El mecanismo por el cual se reparan errores de desapareamiento durante la 
replicación o recombinación, se denomina MMR (mismatch repair). Por otro lado, las lesiones 
en ambas cadenas del ADN (DSBs) son especialmente peligrosas y pueden producir 
reorganizaciones genómicas. Existen tres mecanismos implicados en la reparación de DSBs 
(309). El NHEJ (non-homologous end joining), MMEJ (microhomology-mediated end joining) y 
la recombinación homóloga (homologous recombination). En el NHEJ, una ligasa especializada 
une los dos extremos. Para una reparación correcta, el NHEJ se basa en secuencias cortas 
homólogas presentes en las extensiones de ADN de cadena simple. Si estos extremos son 
compatibles la reparación es correcta, pero a veces este mecanismo puede introducir 
mutaciones. EL NHEJ opera también en la unión de DSBs durante la recombinación V(D)J en 
linfocitos. La recombinación homóloga requiere una secuencia idéntica o casi idéntica cercana 
para servir como molde en la reparación. La maquinaria enzimática responsable de este tipo de 
reparación es similar a la responsable de los entrecruzamientos cromosómicos durante la 
meiosis. Esta ruta permite la reparación del cromosoma dañado usando una cromátida 
hermana (disponible en G2, después de la replicación del ADN) o un cromosoma homólogo 
como molde. La propia maquinaria de replicación puede producir DSBs en su intento de 
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sintetizar ADN a través de SSBs o de lesiones sin reparar. Estas DSBs pueden incluso llegar a 
colapsar la horquilla de replicación. Por otra parte, las topoisomerasas pueden introducir SSBs 
o DSBs durante de relajación del superenrrollamiento del ADN cercano a la horquilla de 
replicación como parte de su mecanismo bioquímico enzimático. 
 Cuando ocurre un daño en el ADN, los puntos de control (checkpoints) del ciclo celular 
se activan induciendo una pausa en el ciclo celular para corregir las lesiones producidas antes 
de continuar la división celular. Estos puntos de control tienen lugar en G1/S y G2/M 
principalmente, aunque existe otro punto de control en la fase S (intra-S checkpoint). Estos 
puntos de control están controlados por dos quinasas fundamentales: ATM (Ataxia 
telangiectasia mutated kinase) y ATR (Ataxia telangiectasia related kinase). ATM responde a 
DSBs y a alteraciones en la estructura de la cromatina (153), mientras que ATR opera 
principalmente en las horquillas de replicación colapsadas (166). Estas quinasas fosforilan una 
serie de dianas en una cascada de transducción de señales, dando lugar, eventualmente, a un 
bloqueo en el ciclo celular. Algunas de las proteínas mediadoras encargadas de transmitir la 
señal de activación a otras proteínas que actúan por debajo de estas quinasas son BRCA1, 
MDC1, TP53 y TP53BP1 (210) (Fig. 4). 
  ATR puede responder a agentes que interfieren con la replicación celular como son la 
hidroxiurea (HU), la luz ultravioleta (UV) o los agentes alcalinos (1, 8, 111, 171, 213, 324), y 
activa el punto de control de la fase S para bloquear la progresión del ciclo. ATR fosforila y 
activa a CHEK1, que transmite la señalización al núcleo para inducir el bloqueo de la 
replicación del ADN (Fig. 4A) (167, 210). El complejo mediador (MRN; MRE11-RAD50-NBS1) 
actúa como sensor para ATM y recluta las proteínas necesarias para la señalización en las 
DSBs (8, 153, 213). Cuando ATM se activa, fosforila a CHEK2, lo que le permite 
homodimerizar y activar a otros miembros de la vía para finalmente bloquear la replicación y 
activar la reparación del daño producido  (3) (Fig. 4B).  
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            Un intermediario clave de los sensores es la variante H2AFX de la histona H2AF (74, 
237). Esta histona se fosforila en condiciones en las que se produce daño en el ADN, aunque 
predominantemente ocurre tras la formación de DSBs (42). A los pocos segundos de haberse 
producido DSBs en el ADN, miles de moléculas de H2AFX son fosforiladas (γH2AFX), y se 
reclutan en los sitios de las roturas, formándose los denominados focos de daño al ADN  (244). 
Muchos de los componentes de la respuesta de daño al ADN (DNA damage response, DDR), 
como son T53BP1 y MCD1, entre otros, colocalizan en estos focos junto a γH2AFX (216, 235, 
278). 
 7.2.- Relación entre la actividad de los receptores nucleares (NRs) y el daño 
genómico.  
 La actividad normal de algunos NRs da lugar a la aparición de daño genómico. Como se 
ha mencionado antes, existe una clara asociación entre el estrés oxidativo y la acción de las 
THs. Otros ligandos de NRs inducen lesiones oxidativas aunque los mecanismos pueden ser 
distintos. Por ejemplo, el receptor de estrógenos (ER) produce daño oxidativo en el ADN por 
una inhibición en la actividad de los sistemas antioxidantes como la catalasa y glutatión. La 
inducción de estrés oxidativo por los estrógenos parece influir en la iniciación y/o progresión de 
la neoplasia mamaria (196, 207).  
Adaptado de Osborn A. et al. Trends 
Cell Biol. 2002 
Figura 4. Las rutas de señalización controladas por ATM y ATR en respuesta a daño en el ADN. A) Vía 
dependiente de ATR en respuesta a estrés replicativo y roturas de doble cadena (DSBs). B) Vía dependiente de 
ATM en respuesta a DSBs. ATM y ATR fosforilan las proteínas CHEK y otros substratos efectores que 
transmiten la señal de activación de los puntos de control al núcleo para inducir la inhibición de la replicación del 
ADN y para promover su reparación. 
. 
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 Por otra parte, un campo actual emergente es la relación no causal entre la activación 
transcripcional por los receptores nucleares y otros factores de transcripción, la aparición de 
daño genómico y el reclutamiento de componentes de la maquinaria de reparación del ADN, 
como XCC6, XRCC5, ATM, PARP1, o TOPO2B (103, 104, 131, 157, 176, 184, 195, 220, 321). 
Se ha descrito que la unión de ligando al receptor de andrógenos (AR) promueve la formación 
de DSBs en sitios específicos a través del reclutamiento de dos tipos de maquinarias 
enzimáticas implicadas en la reparación mediada por el NHEJ. Estas roturas en el ADN se han 
asociado a la aparición de translocaciones en tumores (157, 177). En otro trabajo se ha puesto 
de manifiesto que hay una relación entre la activación transcripcional y la generación de DSBs, 
mediada por la topoisomerasa IIβ (TOPO2B) (131). Esta enzima genera DSBs en sitios 
específicos de los promotores de genes tras la activación del AR. En estos sitios de rotura, 
además, se reclutan componentes de la reparación del ADN y de la maquinaria de 
transcripción. Se ha sugerido que los componentes de la reparación del ADN facilitarían los 
cambios dinámicos en la organización de la cromatina necesarios para la adecuada activación 
transcripcional.  
 En cuanto a los THRs, no se ha descrito la implicación de la maquinaria de reparación 
del ADN en la activación transcripcional. Por otra parte, la influencia de los THRs en la 
reparación del ADN sólo se ha descrito para el intestino, donde se expresa abundantemente su 
isoforma α. El THRA parece estar implicado en la regeneración de epitelio intestinal a través de 
la regulación de la tasa de renovación y apoptosis después de irradiación. En ratones Thra−/−, 
se produce un retraso en la activación de TP53 en respuesta a irradiación (141).   
7.3.- Daño genómico y biogénesis mitocondrial. Papel de ATM. 
 Se ha descrito que el daño al ADN, como las DSBs, estimulan la biogénesis 
mitocondrial (139, 238). Estas acciones parecen está mediadas por ATM y PPARK. La 
activación de ATM por DSBs causadas por distintos agentes químicos, como el etopósido, 
inducen la activación de ATM, que a su vez es capaz de fosforilar y activar a PPARK en su 
subunidad α (Thr172) y de esta manera disparar la cascada de activaciones transcripcionales 
mediadas por PPARGC1A, NRF1 y TFAM (84). De la misma forma, se ha sugerido que la 
generación de ROS es capaz de estimular la biogénesis mitocondrial aunque los mecanismos 
no están claros y podrían implicar acciones no genómicas (189, 253). 
 
 
 
Introducción 
 
 29 
8.- Senescencia Celular. 
 8.1.- Definición y características.  
La senescencia celular fue formalmente descrita hace más de cuarenta años como un 
proceso que limita la proliferación o el crecimiento celular de células normales humanas en 
cultivo (110). Se define esencialmente como un bloqueo irreversible del crecimiento celular que 
ocurre cuando las células están sometidas a algún tipo de estrés, como la disfunción 
telomérica, el estrés oxidativo, el daño genómico y diferentes drogas quimioterapéuticas (51). 
Con excepción de las células madre embrionarias (193), la mayoría de las células con 
capacidad de dividirse, incluyendo algunas células tumorales, pueden entrar en senescencia si 
se las estimula de manera apropiada (36, 266). 
  Las células senescentes son activas metabólicamente y se caracterizan principalmente 
por presentar un bloqueo en la proliferación celular permanente y no reversible a través de 
estímulos fisiológicos. Son células generalmente más grandes que las normales (110) y 
expresan una actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-βgal) (66), que es, 
probablemente, consecuencia del incremento en la masa lisosomal (151). La mayoría de las 
células senescentes a diferencia de las células quiescentes o diferenciadas, expresan el gen 
supresor de tumores CDKN2A (p16INK4a) (4, 29, 106, 261, 277), el cual regula negativamente la 
proliferación celular a través de la inhibición de la quinasa CDK4A. CDKN2A se induce como 
respuesta a estrés en el cultivo y daño en el ADN telomérico o intracromosomal (29, 129, 148, 
234, 241, 290). Las células senescentes se caracterizan también por presentar una respuesta 
persistente al daño en el ADN (DDR persistente) y por presentar alteraciones en la cromatina 
que contiene ATM y ATR activados (58, 114, 242) en focos de daño al ADN  que se denominan 
DNA-SCARS. Además, presentan dominios nucleares de heterocromatina enriquecidos en 
modificaciones de histonas como H3F3A K9 3me (SAHF, focos de heterocromatina asociados 
a senescencia). Las células senescentes son muy activas secretando factores de crecimiento, 
proteasas, citoquinas y otros factores con actividad auto y paracrina (2, 56, 57, 142), 
conformando lo que se denomina el fenotipo de secreción asociado a senescencia (SASP) 
(Fig. 5). 
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8.2.- Tipos de senescencia celular e inductores. 
 La senescencia celular puede clasificarse principalmente en dos tipos: la senescencia 
replicativa y la senescencia prematura o inducida (260). 
 La senescencia replicativa es la causa principal de la limitación del crecimiento de 
células normales en cultivo. Con cada replicación celular se produce un acortamiento 
telomérico, ya que la mayoría de las células primarias no expresan altos niveles de telomerasa. 
Este proceso genera cromosomas con telómeros cada vez más cortos y con pérdida de 
funcionalidad. La consecuencia más importante de la disfunción telomérica es la aparición de 
fusiones cromosomales, lo que produce finalmente la ganancia o pérdida de cromosomas 
completos (11, 24, 105). Así, el acortamiento de telómeros produce una DDR persistente que 
tiene la capacidad de iniciar y mantener el bloqueo de crecimiento en senescencia (58, 114, 
242, 243, 283). Como consecuencia, se produce la activación del gen supresores de tumores 
TP53 que es un importante mediador de la senescencia inducida por el acortamiento de 
telómeros (48, 94). 
  La senescencia prematura se da en las células susceptibles que se exponen a 
diferentes tipos de estrés como el daño al ADN, estrés oncogénico, estrés oxidativo, etc. 
Adaptado de Rodier F. J Cell Biol. 2011 
Figura 5. Marcadores de las células senescentes. Las células senescentes se caracterizan por un 
bloqueo proliferativo, la expresión de CDKN2A y un daño genómico persistente (focos de daño en el ADN, 
DNA-SCARS) o focos de heterocromatina (SAHF). Además, expresan una actividad β−galactosidasa 
asociada a senescencia (SA-βgal) y secretan diversos factores de crecimiento, citoquinas, proteasas y otras 
proteínas conformando el fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). 
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 La inducción de senescencia celular depende de las dos rutas principales de supresores 
tumorales, CDKN2D/TP53 y CDKN2A/RB1 (36). Respecto a la vía de TP53, la proteína 
CDKN1A (P21) es una diana transcripcional muy importante de TP53 y también un mediador 
de la senescencia dependiente de esta vía, que inhibe la progresión a través del ciclo celular 
(31). La ruta dependiente de CDKN2A/RB1, se activa normalmente de forma secundaria, 
después de TP53. Los oncogenes y otros tipos de estrés son capaces de inducir la expresión 
de CDKN2A, el cual es regulador positivo de RB1 (267). Cuando RB1 se activa (estado 
hipofosforilado), reprime la transcripción de genes dependientes del factor E2F, muchos de los 
cuales promueven la proliferación celular (267). 
 
 
8.3.- La senescencia celular como mecanismo supresor tumoral. 
De forma simplificada se podría definir el cáncer como una enfermedad del ciclo celular 
caracterizada por una proliferación celular descontrolada causada por señales oncogénicas. 
Para evitar la replicación incontrolada, las células han desarrollado varios tipos de mecanismos 
antiproliferativos que son inducidos por diferentes supresores tumorales en respuesta a estas 
señales. La senescencia celular representa una de las primeras barreras antitumorales que 
Adaptado de Campisi J., d’Adda di Fagagna. Nat Rev Mol Cell Biol. 2005  
Figura 6. Principales rutas de genes supresores de tumores implicadas en la senescencia celular. La vía 
dependiente de TP53 se activa en respuesta a daño en el ADN, disfunción telomérica y estrés genotóxico como 
el inducido por ROS. La transcripción de genes dependientes de TP53 como CDKN1A (P21) produce la parada 
del ciclo celular. La ruta dependiente de P16/RB1 (CDKN2A/RB1) se activa por oncogenes y otros tipos de 
estreses. La activación de esta vía induce la represión de genes diana de E2F y otros implicados en proliferación 
celular, y conduce finalmente al bloqueo de la progresión del ciclo celular.  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posee la célula y su papel como supresor tumoral está ampliamente aceptado (27, 47, 52, 127, 
187, 271). La senescencia celular depende de las principales rutas de supresión tumoral, las 
vías de CDKN2D/TP53 y CDKN2A/RB1. En estudios en tejidos humanos y en ratones que 
tienen predisposición a desarrollar tumores, se ha observado que la senescencia celular 
representa un mecanismo de supresión tumoral in vivo y ha sido posible su detección en 
lesiones premalignas. Por ejemplo, en los nevus melanocíticos premalignos humanos y en 
adenomas de colon, podemos encontrar marcadores de senescencia celular tales como la SA-
βgal y una DDR persistente. Sin embargo, la presencia de células senescentes es muy escasa 
en melanomas malignos y adenocarcinomas, que se desarrollan a partir de las lesiones 
anteriores (16, 187). 
8.4.- Receptores nucleares y senescencia celular. 
Algunos ligandos de los NRs inducen inhibición de la proliferación celular y senescencia 
celular. El tratamiento de células de carcinoma mamario con ácido retinoico (RA) conduce a la 
inhibición de la proliferación celular y a la acumulación de células con un fenotipo indistinguible 
del de las células senescentes (67). De forma similar, en un subtipo celular de neuroblastomas 
se produce senescencia celular inducida por RA, a través de un incremento temprano de 
CDKN2A (P16), seguido de un aumento ulterior y sostenido de CDKN2C (P18) (307). Los 
andrógenos también son capaces de bloquear la proliferación de varias líneas tumorales a 
través de la inhibición de CCND1 mediada por CDKN1A (P21). Además, muy recientemente, 
se ha descrito que la activación constante del receptor de andrógenos (AR) conduce a 
senescencia celular activando RB, de forma independientemente de TP53, a través de la 
inducción de ROS. Sin embargo, los autores no observaron indicios de daño genómico (190).  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Varias evidencias indican que el receptor de hormonas tiroideas THRB se comporta 
como un gen supresor de tumores: su expresión tiende a perderse según progresa la 
malignización de varios tumores y es capaz de inhibir la transformación celular y el crecimiento 
de tumores inducidos en ratones. Además, el tratamiento con la hormona T3 o con agonistas 
del THRB da lugar a una regresión tumoral de nódulos preneoplásicos de hepatocarcinoma de 
rata y a la inhibición de la proliferación de varios tipos tipos celulares.  
 Por otro lado, la inducción de senescencia celular se considera como una primera 
barrera de defensa contra la transformación celular y la tumorogénesis. En este fenómeno 
parece jugar un papel importante la aparición de daño al ADN, que puede ser consecuencia 
tanto de acortamiento telomérico, como de daño replicativo u oxidativo. Con el fin de conocer si 
parte de los efectos anti-transformantes y anti-tumorales del THRB y de la hormona T3 
pudieran estar mediados por inducción de senescencia celular, así como los mecanismos 
implicados en este fenómeno nos propusimos los siguientes objetivos: 
 
1. Estudiar el efecto de la hormona y del THRB en proliferación y senescencia 
celular, utilizando como modelo los fibroblastos embrionarios de ratón 
(MEFs). 
 
2. Estudiar el papel de proteínas clave de este proceso como TP53 o ATM en 
dichos efectos. 
 
3. Estudiar la influencia de la hormona y del THRB en daño genómico en MEFS. 
 
4. Examinar el tipo de daño al ADN producido. 
 
5. Analizar la aparición de daño genómico en tejidos de animales hipertiroideos. 
 
6. Examinar el efecto de la hormona y del THRB en la función mitocondrial y la 
generación de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
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1.- Líneas celulares. 
En este trabajo se utilizaron los siguientes modelos celulares: 
Fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs, Mouse Embryonic Fibroblasts) obtenidos a 13,5 
días post-coito, según el protocolo descrito previamente (211). MEFs obtenidos a partir de 
ratones KO (knock-out) para el gen Tp53 (TP53KO), cedidos por el Dr. Manuel Serrano (CNIO, 
Madrid) (261). MEFs KO para los genes que codifican para los receptores α y β de la hormona 
tiroidea THRA(-/-)B(-/-) (THRABKO) inmortalizados en cultivo, que fueron cedidos por el Dr. 
Jacques Samarut (IGFL, Francia). MEFs KO para el gen Atm (ATMKO) cedidos por la Dra. 
Elsa Callen (NIC, Estados Unidos). 
Las líneas celulares humanas usadas en este trabajo fueron las células 293T que son 
epiteliales de riñón embrionario, que provienen de la línea celular 293 (HEK293, ATCC: CRL-
11268) (217), en la que se ha insertado el antígeno T del virus SV40 (69). 
Todas las líneas celulares empleadas se cultivaron en medio Eagles modificado por 
Dulbecco (DMEM, pH 7,35) (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 
(Gibco-BRL), 2 mM glutamina (Gibco-BRL), 100 U/ml de penicilina (Gibco-BRL)  y 100 µg/ml 
de estreptomicina (Gibco-BRL), a excepción de los MEFs THRABKO, que se cultivaron en el 
mismo medio sin piruvato. Los experimentos con la hormona T3 (triiodotironina), se realizaron 
en suero fetal bovino (SFB) deplecionado de hormonas tiroideas (SFB-T3) mediante 
tratamiento con la resina AG-1-X8 (Bio-Rad), a una concentración final de 5 nM y durante los 
tiempos indicados en cada caso. Las células se cultivaron a una temperatura de 37ºC y en una 
atmósfera que contenía un 5% de CO2 y un 95% de humedad relativa. 
2.- Reactivos, kits y anticuerpos. 
 Los reactivos químicos, kits y anticuerpos empleados en este trabajo se detallan en las 
siguientes tablas: 
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Reactivo Disolución Stock Concentración 
final 
Proveedor y 
referencia 
2-vinilpiridina 1 M 0,01 M Sigma (132292) 
2’,7’-
diclorofluoreceína 
diacetato 
100 mM en DMSO 20 µM Calbiochem 
(287810) 
Antimicina A 5 mM en etanol 2,5 µM Sigma (A8674) 
Aprotinina  1 mg/ml en etanol 2 µg/ml Sigma (A1153) 
Compound C 
(InSolutionTM AMPK 
Inhibitor) 
10 mM en DMSO 20 µM Calbiochem 
(171261) 
Cloned Pfu DNA 
polymerase 
2,5 U/µl 2,5 U Stratagene 
(600153-82) 
Cocktail de 
inhibidores de 
fosfatasas (2 y 3) 
100% 1% en buffer de lisis Sigma (P5726 y 
P0044) 
DAPI (Ex.359, 
Em.461) 
100% 1/500 en PBS 
pH7.5 
D1306 (Molecular 
Probes) 
DePex 100% 100% Serva (18243) 
DNA polymerase 1 U/µl 0,5 U Biotools (10.002) 
DNAse I, 
Amplification Grade 
1 U/µl 1 U Invitrogen (18068-
015) 
dNTPs 10 mM 200 µM Applied 
Biosystems 
(AM8200) 
DpnI 10 U/µl 1 U Invitrogen (15242-
019) 
dUTP-11-biotina 1 mM 200 µM Thermo Scientific 
(#R0081) 
FastStart Universal 
SYBR Green 
Master (ROX) 
2X 1X Roche (04 913 850 
001) 
FCCP 1 mM en etanol 0,5 µM Sigma (C2920) 
Formaldehído 37% 1% Merck (1.03999) 
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Reactivo Disolución Stock Concentración 
final 
Proveedor y 
referencia 
Glicógeno 20 mg/ml 20 µg/reacción Roche (10 901 393 
001) 
Glutamina 200 mM (100X) 2 mM en DMEM, 
pH 7,35 
Gibco-BRL 
(25030-123) 
H2O2 30% 600 µM/ 1 mM Sigma (H1009) 
Hidroxiurea 1 M en H2O 1 µM Sigma (H8627) 
Higromicina B 75 mg/ml en H2O 75 µg/ml  Sigma (H3274) 
Ioduro de propidio 100 µg/ml en PBS 
pH 7,5 
50 µg/ml en PBS 
pH 7,5 
Sigma (P4170) 
KU-55933 10 mM en DMSO 15 µM Selleck (S1092) 
Leupeptina 10 mg/ml en H2O 2 µg/ml Sigma(L2884) 
Mitosox 5 mM en DMSO 5 µM Invitrogen 
(M36008) 
MPA 100 mg/ml 50 mg/ml Sigma (04103) 
NAC  1 M en H2O   5 mM  Sigma (A7250) 
Nuclear Fast Red 100% 100% Sigma (N3020) 
Oligo (dT)12-18 
Primer 
0,5 µg/µl 0,5 µg Invitrogen (18418-
012) 
Oligomicina 4 mg/ml en etanol 2 µg/ml Sigma (O4876) 
Paraquat 100 mM en H2O 100 µM Sigma (85.617-7) 
Penicilina/ 
Estreptomicina 
10000 U/ml y 10000 
µg/ml (100X)  
100 U/ml y 100 
µg/ml en DMEM, 
pH 7,35 
Gibco-BRL 
(15140-122)  
Pepstatin A 1 mg/ml en tampón 
HEPES pH 8.0 
2 µg/ml Sigma (P5318) 
PFA  2% en PBS, pH 7,3 Sigma (15,812-7) 
PMSF 100 mM en 
isopropanol 
1mM Sigma (P7626) 
Polybreno 8 mg/ml en H2O 8 µg/ml Sigma (H9268) 
ProLong Gold 
Antifade Reagent 
100% 100% P36930 (Molecular 
Probes) 
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Reactivo Disolución Stock Concentración 
final 
Proveedor y 
referencia 
Protein A 
Sepharose TM  
CL-4B 
1 g en 4 ml TE pH8, 
0,125 mg/ml BSA, 
0,05 mg/ml Salmon 
Sperm DNA, 0,05% 
azidas sódica 
100 µl/reacción GE Healthcare 
(17-0780-01) 
Puromicina  10 mg/ml 2 µg/ml  Sigma (7130) 
RNAsa A 10 mg/ml en 10 mM 
Tris HCl  pH 7,5 y 
15 mM NaCl 
1 mg/ml en PBS  
pH 7,5 
Roche 
(10109169001) 
RNAse OUT, 
Recombinant 
Ribonuclease 
Inhibitor 
40 U/µl 40 U Invitrogen (10777-
019) 
Rotenona 0,1 mM en etanol  0,1 µΜ Sigma (R8875) 
SFB  100% 10 % en DMEM, pH 
7,35 
Gibco-BRL 
(10270-106) 
SuperScript™II 
Reverse 
Transcriptase 
200 U/µl 1 U Invitrogen (18064-
014) 
SYBR® Safe DNA 
gel stain 
10000X en DMSO 1X Gibco-BRL 
(S33102) 
T3 (triiodotironina) 1 mM en 40 mM 
NaOH 
5 nM en cultivos 
celulares  y 
95 ng/g de ratón 
Sigma (T2877)  
T4 (tiroxina) 1 mM en 50 mM 
NaOH 
25-30 ng/g de ratón Sigma (T2376)  
TdT (terminal 
deoxiribonucleótido 
transferasa) 
30 U/µl 15 U Promega (M1871) 
TEAM 4 M 0,2 M Sigma (90278) 
Tissue-Tek® 
Crymold Standard  
  Sakura (4557) 
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Reactivo Disolución Stock Concentración 
final 
Proveedor y 
referencia 
Tissue-Tek® 
OCT™Compound 
100% 100% Sakura (4583) 
TRI Reagent® 
Solution 
100% 100% Applied 
Biosystems 
(AM9738) 
Tryplan Blue 0,4 % 0,2 % Sigma (T8154) 
α-Amanitina 1  mM en H2O 2,5 µM Sigma (A2263) 
Kits Proveedor  Referencia 
BCATM Protein 
Assay Kit  
Pierce #23225 
DAB (Peroxidase 
Substrate Kit) 
Vector 
Laboratories, Inc. 
SK-4100 
Dual luciferase 
reporter assay 
system  
Promega E1910 
ECL, Immun-Star 
TM. HRP 
Luminol/Enhancer 
Bio-Rad 170-5040 
 
Glutathione Assay 
Kit II 
Calbiochem 354103 
OxiSelect TM. 8-iso-
Prostaglandin F2α 
ELISA Kit 
Cell Biolabs, Inc STA-337 
Senescence 
Detection Kit 
BioVision #K320-250 
Vectastain ABC Kit 
(Peroxidase Mouse 
IgG) 
Vector 
Laboratories, Inc. 
PK-4002 
    Tabla I. Reactivos químicos y kits empleados en este trabajo. 
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Anticuerpo Especie WB IF 
células 
IHC 
 
ChIP Proveedor 
8-OH-dG Cabra 
(pAb) 
 1/200 1/100  NB600-1508 
(Novus 
Biologicals) 
ACTB 
(AC-15) 
Ratón 
(mAb) 
1/1000    A1978 (Sigma) 
anti-cabra-
IgG-
AlexaFluor 
488 (495/519 
nm)  
Burro  1/100   A11055 
(Molecular 
Probes) 
anti-cabra-
IgG-
AlexaFluor 
594 (594/617 
nm)  
Burro  1/300   A11058 
(Molecular 
Probes) 
anti-cabra-
IgG 
Biotina 
Burro   1/400  705-065-147 
(Jackson 
ImmunoResearch) 
anti-conejo-
IgG-
AlexaFluor 
488 (495/519 
nm) 
Cabra  1/100   A11034 
(Molecular 
Probes) 
anti-conejo-
IgG-
AlexaFluor 
647 (650/670 
nm)  
Cabra  1/300   A21245 
(Molecular 
Probes) 
 anti-IgG de 
conejo -HRP 
Cabra 1/10000     sc-2004 
(Santa Cruz 
Biotechnology) 
anti-IgG de 
ratón-HRP 
Cabra 1/10000     sc-2005 
(Santa Cruz 
Biotechnology) 
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Anticuerpo Especie WB IF 
células 
IHC 
 
ChIP Proveedor 
anti-ratón-
IgG-
AlexaFluor 
488 (495/519 
nm) 
Cabra  1/100   A11029 
(Molecular 
Probes) 
anti-ratón-
IgG-
AlexaFluor 
647 (650/670 
nm) 
Cabra  1/300   A21236 
(Molecular 
Probes) 
ATM  Cabra 
(pAB) 
   2 
µg/reacción 
ab2631 
ATM (D2E2) Conejo 
(mAb) 
1/1000   2 
µg/reacción 
#2873 (Cell 
Signaling 
ATM 
Ser1981 
Ratón 
(mAb) 
   2 
µg/reacción 
200-301-400 
(Rockland) 
ATM 
Ser1981 
Ratón 
(mAb) 
1/1000    #05-740 
(Upstate) 
Biotina-HRP Ratón 
(mAb) 
 1/1000   A0185 (Sigma) 
CBX3 Ratón 
(mAb) 
1/500    MAB3450 
(Millipore) 
CCNA1 
 (H-432) 
Conejo 
(pAb) 
 1/100   sc-75 (Santa Cruz 
Biotechnology) 
CDKN2A (M-
156) 
Ratón 
(mAb) 
1/1000    sc-1207 (Santa 
Cruz 
Biotechnology) 
CHEK1 
Ser317 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    AF2054 (R&D 
Systems) 
CHEK2 
Ser19 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    #2666 (Cell 
Signaling 
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Anticuerpo Especie WB IF 
células 
IHC 
 
ChIP Proveedor 
H3F3A acetil 
K9 ChIP 
Grade 
Conejo 
(pAb) 
   1 
µg/reacción 
Ab4441 
(Abcam) 
H3F3A ChIP 
Grade 
Conejo 
(pAb) 
   1 
µg/reacción 
Ab1791 (Abcam) 
H3F3A K9 
3me 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    #07-442 
(Millipore) 
NRF1 Conejo 
(pAb) 
1/1000   4,6 
µg/reacción 
ab34682 (Abcam) 
PRKAA Conejo 
(pAb) 
1/1000    #2532 (Cell 
Signaling) 
PRKAA 
Thr172 
(40H9) 
Conejo 
(mAb) 
1/1000    #2535 (Cell 
Signaling) 
THRA  
(FL-408) 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    sc-772 (Santa 
Cruz 
Biotechnology) 
THRB Conejo 
(mAb) 
1/500    600-401-A96 
Rockland 
THRB  Conejo 
(pAb) 
   2 µls/ 
reacción 
Cedido por el Dr. 
Laurent Sachs 
THRB (J51) Ratón 
(mAb) 
1/1000    sc-737  
(Santa Cruz 
Biotechnology) 
TP53 
 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    NCL-p53-CM5p 
(Novocastra) 
TP53 
Ser15 
Conejo 
(pAb) 
1/1000    #9284S 
(Cell Signaling) 
TP53BP1 
(P53 binding 
protein) 
Conejo 
(pAb) 
 1/1000 1/1000  NB100-304 
(Novus 
Biologicals) 
TUBA1A(clon 
DM1A) 
Ratón 
(mAb) 
1/2000    T1699 (Sigma) 
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Anticuerpo Especie WB IF 
células 
IHC 
 
ChIP Proveedor 
γH2AFX (Ser 
139) (clon 
JBW301) 
Ratón 
(mAb) 
1/1000 1/1000 1/200   #05-636 
(Millipore) 
    Tabla II. Anticuerpos empleados. WB: western blot; IF: inmunofluorescencia; IHC: inmunohistoquímica; ChIP: 
inmunoprecipitación de cromatina. 
3.-Plásmidos y transfecciones.  
3.1.-Transfecciones estables.  
Para la expresión constitutiva de los receptores de hormonas tiroideas se utilizó el 
sistema de transducción retroviral pLPCX de Invitrogen. Este plásmido expresa un transcrito 
que contiene la señal de empaquetamiento viral Ψ+, el gen de resistencia al antibiótico 
puromicina y el gen de interés. Por otro lado, el plásmido pCL-Eco (cedido por Dr. Ignacio 
Palmero, IIBM, Madrid), proporcionó las proteínas virales gag, env y pol, que son necesarias 
para la formación y replicación del virus. Se utilizaron los plásmidos pLPCX-THRA y pLPCX-
THRB que expresan los receptores THRAα1 de pollo y THRβ1 humano, respectivamente (88), 
para generar líneas estables de varios tipos celulares de ratón. También se crearon por 
mutagénesis dirigida diferentes mutantes de pLPCX-THRB. Para generar las líneas estables, 
10 µg pLPCX-THRA, pLPCX-THRB o sus diferentes mutantes y 10 µg del plásmido pCL-Eco 
se transfectaron en células 293T (20-30% confluencia) en placas de 90 mm (Falcon, Becton 
Dickinson), mediante el método del CaPO4 (318). Después de 16 h.p.t., las placas (3 por 
transfección), se lavaron con PBS y se añadieron 8 ml de medio de cultivo fresco. Después de 
24 horas, los sobrenadantes de los triplicados se recogieron y se filtraron por un filtro de 0,45 
µm de diámetro de poro (Acrodisc® 25mm Syringe Filter, Pall Corporation), se llevaron a un 
volumen final de 24 ml con medio fresco y se añadió polibreno a una concentración final de 8 
µg/ml. El sobrenadante se usó para infectar por duplicado los distintos cultivos de fibroblastos 
de ratón creciendo en placas de 150 mm (Falcon, Becton Dickinson) (60-70 % de confluencia). 
Después de 24 h.p.i., las células se recogieron por tripsinización y se sembraron diluidas 1/2 en 
nuevas placas con medio de cultivo que contenía 2 µg/ml del agente de selección puromicina. 
De la misma forma se generaron cultivos estables a partir del vector retroviral pWLZ-Ras 
(cedido por el Dr. Ignacio Palmero) que codifica por la forma oncogénica (Val12) del gen RAS 
humano (HRAS). En este caso, se usó higromicina a 75 µg/ml como agente de selección, 
durante 5 días. 
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3.2.-Transfecciones transitorias.  
En los ensayos de transactivación transcripcional mediada por el receptor de las 
hormonas tiroideas, empleamos las células 293T o bien los cultivos estables generados en los 
diversos sistemas celulares de ratón. En el caso de las células 293T se sembraron, por 
triplicado, 300.000 células por pocillo de placas MW6 (Falcon, Becton Dickinson) en medio 
deplecionado de hormonas tiroideas. Al día siguiente fueron transfectadas por el método del 
CaPO4 con el vector reportero pTK-DR4-Luciferasa, que contiene el ADNc  del gen reportero 
luciferasa clonado 3' del promotor de la timidina quinasa al que se ha fusionado el elemento 
prototípico de respuesta a T3 (TRE) (154), el plásmido reportero pRL-TK-Renilla (Promega) y 
los vectores de expresión del receptor pSG5-THRB  o pcDNA3-flagATM humano (cedido por el 
Dr. Fernández-Capetillo, CNIO, Madrid). Las mezclas de transfección contenían 250 ng de 
cada uno de los plásmidos reporteros, 500 ng de pSG5-TRβ y 200 ng de pcDNA3-flagATM. 
Los vectores de expresión vacíos (pSG5 o pcDNA3) se añadieron a las mezclas de 
transfección para igualar la cantidad de ADN en todos los pocillos. Después de 5 h.p.t., los 
pocillos se lavaron una vez con PBS (2 ml) y se añadieron 3 ml de medio deplecionado con o 
sin T3 a una concentración final de 5 nM. Después de 16 horas, se lavaron los cultivos con 
PBS frío, se levantaron las células mediante el raspado del pocillo, y se recogieron en tubos 
Eppendorf de 1,5 ml tras un pulso de 10 s en una microcentrífuga. El sedimento de células se 
procesó para la medición de la actividad luciferasa y renilla mediante el dual luciferase reporter 
assay system (Promega) en un luminómetro GLOMAX de Promega. La actividad luciferasa de 
los extractos se normalizó en función de la actividad Renilla (Luc/Renilla) o por la cantidad de 
proteína presente en los extractos. En el caso de los fibroblastos de ratón, se sembraron por 
triplicado 500.000 células por pocillo de placas MW6 y se transfectaron con Lipofectamine-
2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las mezclas de transfección 
contenían 250 ng pTK-DR4-luc, 250 ng pRL-TK-Renilla y 4,8 µl de lipofectamine 2000 (1 µg/µl) 
por pocillo.  
3.3.-Plásmidos.  
- Plásmidos reporteros 
pTK-DR4-luc: Este plásmido expresa el ADNc del gen reportero luciferasa bajo el 
control del promotor TK. En posición 5' del promotor TK, contiene el elemento de respuesta a 
T3 (TRE) compuesto por dos hemisitios separados por cuatro pares de bases (bp). Este vector 
ha sido cedido por el Dr. A. Baniahmad (Genetic Institute, Germany). 
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pRL-TK-Renilla: Este plásmido expresa el gen testigo luciferasa de Renilla reniformes 
bajo el control del promotor de TK (Promega). Este vector ha sido cedido por el Dr. A. 
Baniahmad (Genetic Institute, Germany). 
- Vectores de expresión 
 pLPCX: Es un plásmido de expresión retroviral (Invitrogen) que contiene las secuencias 
LTRs que flanquean la señal de empaquetamiento viral Ψ+, el gen de resistencia al antibiótico 
puromicina (Puror) y un sitio de multiclonaje (MCS) delante del promotor de citomegalovirus 
(PCMV IE). Este plásmido ofrece la posibilidad de expresar el gen de interés insertado en el MCS 
y de forma transitoria o estable, una vez integrado. 
pLPCX-THRB:  Es un plásmido derivado del pLPCX que expresa el ADNc del receptor 
THRβ1 humano. Se obtuvo a partir de la digestión del plásmido pSG5-THRB  con la  enzima de 
restricción EcoRI, y la inserción del fragmento obtenido en el sitio EcoR1 del MCS del vector 
vacío pLPCX (88).  
pLPCX-THRB E452Q: Este plásmido contiene el ADNc del receptor THRβ1 humano 
con la mutación E452Q en la hélice 12 del LBD. Se obtuvo por mutagénesis dirigida 
empleando como molde de la reacción pLPCX-THRB y los cebadores 5’ CCC CCC TTT GTT 
CCT GCA AGT GTT CGA GG 3’ y 5’ CCT CGA ACA CTT GCA GGA ACA AAG GGG GG 3’.  
pLPCX-THRB AHT: Este plásmido contiene el ADNc del gen del receptor THRβ1 
humano en el que se sustituyó los residuos Ala223, His224, y Thr227 por Glu223, Glu224 y 
Ala227 (121). Se obtuvo por mutagénesis dirigida empleando como molde de la reacción 
pLPCX-THRB y los cebadores 5’ AAA ACT GTC ACC GAA GGC GGT GTG GCG GCC AAC 
GCC CAA GGC 3’ Y 5’ GCC TTG GGC GTT GGC CGC CAC ACC GCC TTC GGT GAC AGT 
TTT 3’.  
pLPCX-THRB C102G: Este plásmido contiene el ADNc del gen del receptor THRβ1 
humano en el que se ha introducido la mutación C120G que impide la unión del receptor al 
ADN. Se obtuvo por mutagénesis dirigida empleando como molde de la reacción pLPCX-THRB 
y los cebadores 5’ CAA GGA CGA GCT CGG TGT AGT GTG TGG TGA CAA AGC C 3’ y 5’ 
GGC TTT GTC ACC ACA CAC TAC ACC GAG CTC GTC CTT G 3’.  
El protocolo utilizado para generar las mutaciones fue el proporcionado por el manual 
de instrucciones de la Pfx platinum polymerase (Stratagene, catálogo 600153-82). El producto 
de PCR se incubó durante una hora con la endonucleasa para ADN metilado y hemimetilado 
DpnI (Invitrogen, catálogo 15242-019) y posteriormente, se transformó en la cepa DH5α con el 
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ADN resultante. La obtención de los plásmidos con las mutaciones se confirmó mediante la 
secuenciación de los mismos. 
pLPCX-THRA: Es un plásmido derivado del pLPCX que expresa el ADNc del gen del 
receptor THRα1 de pollo. Se obtuvo a partir de la digestión del plásmido pSG5-THRA con la 
enzima de restricción EcoRI, y posterior inserción del fragmento obtenido en el sitio EcoRI del 
vector pLPCX.  
pWZL-Ras: Vector de expresión retroviral que expresa el ADNc de la forma mutada 
(Val12) del gen RAS humano (HRAS). Este plásmido expresa el gen de resistencia al antibiótico 
higromicina y fue cedido por el Dr. Ignacio Palmero (IIBM, Madrid). 
pCL-Eco: Vector de expresión que codifica las proteínas virales gag, env y pol 
necesarias para la formación y empaquetamiento retroviral. Los retrovirus obtenidos con este 
plásmido presentan un tropismo por células de rata y ratón pero no humanas. Este plásmido ha 
sido cedido por el Dr. Ignacio Palmero (IIBM, Madrid). 
pcDNA3-flagATM: Vector de expresión que contiene el ADNc del epítopo flag 
fusionado al ADNc del gen ATM humano. Este vector ha sido cedido por el Dr. Óscar 
Fernández-Capetillo (CNIO, Madrid). 
pSG5-THRB:  Este plásmido contiene el ADNc del gen del receptor THRβ1 humano.  
pSG5: Vector de expresión eucariótico que contiene el promotor temprano y la señal de 
poliadenilación del virus SV40.  
pcDNA3: Vector de expresión eucariótico que contiene el promotor del citomegalovirus 
(PCMV IE). 
4.-Western-blotting (Inmunotransferencia). 
Para obtener extractos totales de proteínas, las células se lavaron una vez con PBS frío 
que contenía los inhibidores de proteasas PMSF (1 mM), aprotinina (2 µg/ml), pepstatina A (2 
µg/ml) y leupeptina (2 µg/ml). A continuación, las células se lisaron con el tampón de lisis con 
triple detergente (250) (50mM Tris-HCl pH 8,0; 150mM NaCl; 0,02% azida sódica; 0,1% SDS; 
1% NP-40; 0,5% deoxicolato sódico), suplementado con inhibidores de proteasas PMSF (100 
µg/ml), 2 µg/ml de pepstatina A, 2 µg/ml de aprotinina, 2 µg/ml de leupeptina y 1% de un 
cocktail de inhibidores de fosfatasas (Sigma). Posteriormente, los lisados proteicos se 
mantuvieron en hielo durante un periodo de 15-20 minutos, tras lo cual se centrifugaron a 
13.000 rpm  a 4ºC durante 10 minutos y los sobrenadantes se conservaron a -80ºC hasta su 
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análisis por Western-blotting. La concentración de proteína del extracto se evaluó en triplicados 
de las muestras mediante el BCATM Protein Assay Kit (Pierce) y un lector de ELISA (VersaMax, 
Molecular Devices). Las proteínas se analizaron en geles desnaturalizantes SDS-PAGE que se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,45 µm de diámetro de poro (Protran® BA 
83/85, Perkin Elmer). Las membranas se incubaron durante 1 hora a RT con solución de 
bloqueo (3% albúmina bovina sérica, BSA, Sigma) en PBS-0,05% Tween-20 (PBST) o 5% 
leche desnatada-PBST y a continuación se incubaron ON a 4ºC con los anticuerpos primarios 
diluidos en solución de bloqueo. Las membranas se lavaron dos veces, 5 minutos, con PBST y 
se incubaron a continuación 1 hora a RT con el anticuerpo secundario diluido 1/10.000 en 
PBST. Después se volvieron a lavar tres veces, durante 5 minutos, con PBST. El revelado se 
realizó con el sistema de quimioluminiscencia mejorada (ECL, Immun-Star TM. HRP 
Luminol/Enhancer, Bio-Rad), según las instrucciones del proveedor. La imágenes se 
cuantificaron con el software Image J. 
5.-Inmunofluorescencia indirecta de células. 
 Para este tipo de ensayo empleamos portaobjetos de cristal con 8 pocillos 
proporcionados por Nunc (Thermo Scientific, catálogo 177402). En estos pocillos se sembraron 
15.000-20.000 células/pocillo y se siguió el protocolo descrito por T. Jenuwein (258) para la 
inmunofluorescencia de proteínas nucleares. Las células se fijaron durante 10 min con 
paraformaldehído al 2%, se lavaron con PBS y se permeabilizaron durante 5 min con solución 
de permeabilización (0,1% Tritón X-100 y 0,1% citrato de sodio). A continuación se lavaron 20 
min con PBS y solución RINSE (PBS/ 0,25% BSA/ 0,1% Tween-20) y se bloquearon 30 min 
con solución de bloqueo (solución RINSE, 2,5 % BSA). Los anticuerpos primarios diluidos en 
solución de bloqueo se incubaron en una cámara de humedad ON a RT. Después de esta 
incubación, se hicieron dos lavados de 10 min con RINSE (PBS/ 0,25% BSA/ 0,1% Tween-20). 
Los anticuerpos secundarios conjugados con diferentes fluorocromos se prepararon en 
solución de bloqueo y se incubaron durante 1 hora en una cámara de humedad a RT. 
Finalmente, las células se incubaron 10 min con Dapi (Molecular Probes), se lavaron con PBS 
y los portaobjetos se montaron con cubreobjetos y ProLong (Molecular Probes). Las imágenes 
se capturaron con el microscopio de fluorescencia Nikon E90i utilizando en cada caso los filtros 
adecuados y el software NES Elements (Nikon). Por otro lado, el análisis de la cofocalización 
nuclear se analizó utilizando un microscopio confocal espectral LSM710 (Zeiss) (objetivo 
63X/1,4 Plan-ApoCHROMAT), usando láseres de Argón (488 nm), HeNe (543 nm) y diodo 
violeta (405 nm). Las imágenes en este caso fueron obtenidas con el Software Zeiss ZEN2009. 
Cada canal fue grabado independientemente y las imágenes de pseudocolor fueron generadas 
y superpuestas. Para la cuantificación de los focos de daño genómico se contabilizaron más de 
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200 núcleos por cada una de las condiciones experimentales. Para el análisis de NRF1, las 
células se fijaron 5 min con metanol (-20ºC) y 30 s con acetona (-20ºC). La solución de bloqueo 
consistió en 1% BSA y los lavados se llevaron a cabo con PBS.  
 
6.-Roturas físicas en el ADN. 
Para detectar roturas en el ADN desarrollamos un método basado en la incorporación 
de dUTP por la transferasa terminal (TdT) y su posterior detección inmunocitoquímica. Los 
MEFs TP53KO se sometieron a tres pases consecutivos en presencia o ausencia de T3 (5nM) 
(5000 células/pocillo de portaobjetos). Las células se fijaron con PFA al 2% durante 10 min. y 
se permeabilizaron con el tampón de permeabilización (ver apartado de inmunofluorescencia 
indirecta de células). Después de un lavado con PBS 1X durante 5 min., se incubaron con 50 µl 
de mezcla de reacción de la enzima TdT (Promega, M1871) que contenía 1 µl de dUTP-11-
biotina 1mM (Thermo Scientific, #R0081) a 37ºC/ON. Después de este tiempo se lavaron con 
PBS 1X/5 min. y se incubaron con anticuerpo anti-biotina-HRP (1/1000; Sigma, A0185) durante 
1 hora/RT. A continuación, se reveló utilizando el sistema DAB de Vector Lab (SK-4100) y se 
tiñeron los núcleos con Nuclear Fast Red (Sigma, N3020), como se hizo en los ensayos 
inmunohistoquímicos. Como control positivo las células se sometieron a un shock de H2O2 (600 
µM) durante 2 horas. Las fotografías fueron tomadas utilizando el microscopio Nikon E90i y el 
software NES Elements (Nikon). 
 
7.-Extracción de ARN y RT-PCR en tiempo real. 
Para la extracción de ARN total se utilizó el reactivo TriReagent  (Gibco) basado en el 
método del isotiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo. La concentración de ARN se estimó 
en un espectrofotómetro Nanodrop ND1000 y las muestras fueron conservadas a -80ºC en 
agua MiliQ. Para la síntesis de ADNc utilizamos el SuperScript TM First-Strand Synthesis 
System de Invitrogen siguiendo las instrucciones del proveedor. Para cada reacción, 
empleamos 1 µg de ARN total tratado con DNAse I y 500 ng de oligo dT (Invitrogen). El 
producto final de la reacción se llevó a un volumen final de 60 µl. 
Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron utilizando el sistema 
basado en Sybr Green (FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)) (Roche) en el 
termociclador Mx3500P de Stratagene. Para cada reacción empleamos 2 µl de ADNc y una 
mezcla de reacción que contenía 0,3 µM de cada oligonucleótido, FastStar Taq DNA 
polymerase, tampón de reacción, dNTPs, SYBR Green y el fluorocromo ROX,  en un volumen 
final de reacción de 25 µl. Las condiciones de PCR consistieron en una primera fase de 
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desnaturalización de 95ºC/10 min, seguida de 95ºC/ 30 s para la desnaturalización, y 60ºC/ 1 
min para el anillamiento y elongación del producto durante cuarenta ciclos . A continuación se 
realizó la adquisición de la fluorescencia de los productos sometidos a un gradiente creciente 
de temperatura [95ºC/ 1 min, gradiente (55ºC-95ºC)]. 
Gen Secuencia Tamaño del 
producto de 
amplificación 
Catalasa D 5’ GCA TGC ACA TGG GGC CAT CA 3’ 261 pb 
Catalasa R 5’ ACC CTC TTA TAC CAG TTG GC 3’ (+923/+1184) 
Cox10 D 5’ CTT TCG ACT GGT CCT GCT TC 3’ 222 pb 
Cox10 R 5’ GAT TCA CTC CCC AGG TCA GA 3’ (+545/+767) 
Dio1 D 5’ GTT GAA CTT TGG CAG TTG CAC 3’ 88 pb 
Dio1 R 5’ GGC TGT GGA GGC AAA GTC ATC 3’ (+353/+442) 
Gapdh D  5’ ACA GTC CAT GCC ATC ACT GCC 3’ 266 pb  
Gapdh R 5’ GCC TGC TTC ACC ACC TTC TTG 3’ (+523/+789) 
Gpx1 D 5’ TTC CGC AGG AAG GTA AAC  AGC 3’ 255 pb 
Gpx1 R 5’ GTC TCT CTG AGG CAC GAT CCG 3’ (+132/+387) 
Mt-co1 D 5’ GCC TTT CAG GAA TAC CAC GA 3’ 226 pb 
Mt-co1 R 5’ AGG TTG GTT CCT CGA ATG TG 3’ (+1295/+1521) 
Mt-cyb D 5’ ATT CCT TCA TGT CGG ACG AG 3’ 228 pb 
Mt-cyb R 5’ ACT GAG AAG CCC CCT CAA AT 3’ (+282/+510) 
Nrf1 D 5’ TGA GGT CGA ATG GTA TGT GG 3’ 156 pb 
Nrf1 R 5’ AGG ACT GAA AGC AGC GTC TC 3’ (+123/+279) 
Ppargc1a D 5’ AAT GCA GCG GTC TTA GCA CT 3’ 207 pb 
Ppargc1a R 5’ TTT CTG TGG GTT TGG TGT GA 3’ (+473/+680) 
Ppargc1b D  5’ TTG TAG AGT GCC AGG TGC TG 3’ 220 pb 
Ppargc1b R 5’ GAT GAG GGA AGG GAC TCC TC 3’ (+2756/+2876) 
Rac1 D 5’ TAT GGG ACA CAG CTG GAC AA 3’ 152 pb 
Rac1 R 5’ ACA GTG GTG TCG CAC TTC AG 3’ (+164/+316) 
Sco1 D 5’ CCC AAA ACC GAC AAG GAC TA 3’ 173 pb 
Sco1 R 5’ TCT GGG TCA ATG GTG ATG AA 3’ (+394/+567) 
Slc25a4 D 5’ GGA TTC TCA CGA CAC AAT CAA TG 3’ 151 pb 
Slc25a4 R 5’ TTC CTG GCA GGT GGC ATC G 3’ (+34/+185) 
Sod1 D 5’ TGA GGT CCT GCA CTG GTA AC 3’ 
Sod1 R 5’ CAA GCG GTG AAC CAG TTG TG 3’ 
118 pb 
(+76/+194) 
Sod2 D 5’ ATC TGT AAG CGA CCT TGC TC 3’ 228 pb 
Sod2 R 5’ GCC TGC ACT GAA GTT CAA TG 3’ (+255/+483) 
Tfam D 5’ CCA AAA AGA CCT CGT TCA GC 3’ 211 pb 
Tfam R 5’ CTT CAG CCA TCT GCT CTT CC 3’ (+4607/+671) 
Thrb D 5’ AGC TGA AAA ATG GGG GTC TT 3’ 255 pb 
Thrb R 5’ TCA CGT GGT GTT TTC GGT AA 3’ (+1019/+1243) 
Ucp2 D 5’ CAC TAC GTT CCA GGA TCC CAA G 3’ 101 pb 
Ucp2 R 5’ CAG GTC ACT GTG CCC TTA CCA T 3’ (+1118/+1219) 
Ucp3 D 5’ AGA TTC CCG CAG TAC CTG GAC T 3’ 101 pb 
Ucp3 R 5’ GGA TTT GTG CCC TCC TTT CTG 3’ (+811/+912) 
Uqcrfs1 D 5’ TGG TCT CCC AGT TTG TTT CC 3’ 172 pb 
Uqcrfs1 R 5’ GCA GCT TCC TGG TCA ATC TC 3’ (+395/+567) 
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Tabla III. Secuencia de los cebadores empleados para los ensayos de RT-qPCR en tiempo real. D, directo; 
R, reverso. 
La secuencia de los cebadores para los genes Sod1, Sod2, Gpx1, Ucp2, Ucp3, 
Catalasa y Slc25a4 han sido publicadas previamente (275). 
 
Símbolo del Gen 
(nomenclatura HUGO) 
Número de acceso NCBI 
Catalase NM_009804 
Cox10 NM_178379 
Dio1 NM_007860 
Gapdh NM_008084 
Gpx1 NM_008160 
Mt-co1 JF286601 (genoma mitocondrial) 
 
Mt-cyb JF286601 (genoma mitocondrial) 
 
Nrf1 NM_001164226 
Ppargc1a NM_008904 
Ppargc1b NM_133249 
Rac1 NM_009007 
Sco1 NM_001040026 
Slc25a4 NM_007450 
Sod1 NM_011434 
Sod2 NM_013671 
Tfam NM_009360 
Thrb NM_000461 
Ucp2 NM_011671 
Ucp3 NM_009464 
Uqcrfs1 NM_025710 
     Tabla IV. Número de acceso de cada gen en la base de datos del NCBI . 
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8.-Evaluación de la proliferación celular. Cálculo de PDLs. 
 El análisis de la proliferación celular en MEFs se llevó a cabo siguiendo el protocolo 3T3 
(293). Para ello, se sembraron, por triplicado, 360.000 células en placas de 60 mm de diámetro 
y se mantuvieron en cultivo 3 días. Después de una tripsinización de dos minutos/37ºC con 1 
ml de tripsina, se neutralizaron con 5 ml de medio y se contaron usando un hemotocitómetro 
Neabuer. El mismo número de células se sembró de nuevo, repitiendo el proceso tres días 
después. La estimación de la capacidad de proliferación del cultivo se determinó mediante el 
cálculo de los PDLs (Population Doublings Levels) acumulados en cada pase, aplicando la 
fórmula PDL= log (Nf /N0)* 3,33, donde N0 es el número de células sembradas y Nf es el 
número de células obtenidas después de 3 días en cultivo. La viabilidad de las células se 
determinó mediante la exclusión del colorante trypan blue o por citometría de flujo. Este 
protocolo fue modificado en función de la capacidad proliferativa de los distintos MEFs. Así, en 
el caso de los MEFs ATMKO, la densidad celular fue de 250.000 células/placa de 60 mm de 
diámetro. 
9.-Ensayo de la actividad β-galactosidasa asociada a 
senescencia celular (SA-βgal). 
 Para este ensayo utilizamos el Senescence Detection Kit, de BioVision. Este método 
está basado en la actividad β-galactosidasa asociada a senescencia celular, detectable a pH 
6.0 y que permite la identificación de células senescentes en cultivos celulares y en 
preparaciones de tejido de mamíferos (60). Se sembraron 25.000 ó 50.000 células/pocillo en 
placas de 12 pocillos (MW-12, Falcon), en los tiempos indicados en cada ensayo. Al día 
siguiente, se fijaron las células siguiendo las instrucciones del proveedor y se incubaron a 37ºC 
en la oscuridad durante 24 horas con el substrato X-gal. Finalmente, se realizaron micrografías 
con un microscopio Nikon modelo TS 100F acoplado a una cámara digital Nikon modelo DS-L1 
y las imágenes se procesaron con el programa Adobe Photoshop CS3. Se cuantificó el número 
de células "azules" presentes (células βgal+), analizando más de 200 células por condición 
experimental.  
 10.-Ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 
 Para estos experimentos utilizamos las condiciones y los reactivos del kit proporcionado 
por UPSTATE (número de catálogo: 17-295). Las células se sembraron en placas de 150 mm 
(3,85 x106, Falcon, Becton Dickinson) y al día siguiente se trataron con 2,5 µM α-amanitina 
(Sigma) en DMEM sin suero, durante 2,5 horas. Las células se lavaron con 40 ml de DMEM sin 
suero y se trataron con T3 (5 nM) durante 1 hora. A continuación se fijaron con 1% 
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formaldehído durante 15 minutos a 37ºC. Las células se lavaron con PBS frío que contenía 
inhibidores de proteasas y se recogieron mediante raspado de la placa y centrifugación a 2.000 
rpm a 4ºC durante 5 minutos. El sedimento celular fue lisado con 300 µl de tampón de lisis (1% 
SDS; 10 mM EDTA; 50 mM Tris-HCl pH 8.0; 1 mM PMSF, 2 µg/ml aprotinina, 2 µg/ml 
pepstatina A  y 2 µg/ml leupeptina) durante 15 minutos a 0ºC. La sonicación se realizó en un 
sonicador Bioruptor UCD-200TM (Diagenode, Liège, Bélgica), siguiendo las instrucciones del 
proveedor. Para cada reacción de inmunoprecipitación se usaron de 2-3,0x106 de células y las 
cantidades de anticuerpos que se detallan en el apartado 2 (Tabla 1) (251). El ADN 
inmunoprecipitado fue purificado mediante dos ciclos de fenol/cloroformo y precipitado ON con 
etanol a -80ºC. Los sedimentos se resuspendieron en 30 µl de H2O y se diluyeron 1/2 para 
amplificar el ADN mediante PCR con oligonucleótidos sintéticos diseñados específicamente 
para las diferentes áreas de los promotores correspondientes (tabla V). Las condiciones de la 
PCR  fueron 95ºC/5 min, 35-37 ciclos de (95ºC/30 seg, 60ºC/30 seg, 72ºC/1 min) y un ciclo de 
elongación final de 72ºC/10 min. En las reacciones de PCR se incluyeron las muestras 
correspondientes al material de partida (inputs) de cada una de las condiciones 
experimentales, obtenidas tras la sonicación. Los productos de PCR se separaron en geles de 
agarosa 2%-TAE conteniendo el fluorocromo SYBR safe (Gibco-BRL). 
Gen  
(posición respecto al 
inicio de transcripción) 
Secuencia 
Tfam -638 D 5’ CCA TCA AGC TGG GTT CAG TT 3’ 
Tfam -477 R 5’ GCC TGG CAA GCT GAG TTC TA 3’ 
Tfam -547 D 5’ GGG CAA CTT GTT TGA GTT GG 3’ 
Tfam -354 R 5’ GAA AGC CCA CAA GGC TAC TG 3’ 
Tfam -373 D 5’ CAG TAG CCT TGT GGG CTT TC 3’ 
Tfam -131 R 5’ TGG TCT AAG GTG GGT GTT GC 3’ 
Tfam -150 D 5’ GCA ACA CCC ACC TTA GAC CA 3’ 
Tfam +78 R 5’ ATA CGG TGC CTA TGG ACT GC 3’ 
Uqcrfs1 -166 D 5’ CCG AGT CAG ACA CCA GAG TG 3’ 
Uqcrfs1 +211 R 5’ GTC GCT TCA CAT CCA GAA CA 3’ 
     Tabla V. Secuencia de los cebadores utilizados en los ensayos de ChIP. 
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11.- Irradiación de células con rayos γ.  
 Para el análisis de la reparación del ADN post-radiación empleamos un irradiador que 
dispone de dos fuentes encapsuladas de 137Cs de 14,8 TBq (400 Ci) cada una, incorporadas 
en el interior del equipo (Sherpherd Associates, Marck-1-30A). Las células fueron irradiadas 
con 3 Gy y analizadas a distintos tiempos post-radiación mediante inmunofluorescencia. Para 
determinar la viabilidad celular post-radiación, las células fueron irradiadas con 10 Gy y 
sometidas al protocolo 3T3 durante tres pases consecutivos.  
12.-Medición de las Especies Reactivas de Oxígeno (ROS). 
 Para la medición de especies reactivas de oxígeno (ROS) usamos la sonda 2’, 7’ 
diclorofluoresceína diacetato (H2DCFDA, Sigma) y el fluorómetro (Synergy HT Microplate 
Reader, BioTek Instruments). Las células se sembraron por cuadruplicado en placas de 24 
pocillos (150.000 células/pocillo), y se trataron con T3 a los tiempos indicados en cada caso. 
Posteriormente, se lavaron con PBS y se lisaron con 100 µl del tampón de lisis proporcionado 
en el Dual luciferase kit (Promega). En placas opacas de 96 pocillos (Falcon, Becton Dickinson, 
catálogo 353376) se añadieron 60 µl de cada extracto y la sonda fluorescente a una 
concentración final de 20 µM. La oxidación de la sonda se analizó cada 2 minutos durante 1 
hora a 37ºC usando los filtros adecuados (Excitación/emisión 485/20 nm /528/20 nm). Las 
medidas de fluorescencia en cada punto fueron normalizadas en función de la concentración 
de proteína de cada uno de los extractos. Como control positivo utilizamos células tratadas con 
1 mM H2O2 durante 2 horas.  
 Para el análisis de ROS de origen mitocondrial empleamos la sonda Mitosox 
(Excitación/emisión: 510nm/580nm, Invitrogen) y citometría de flujo. Las células se sembraron 
en placas MW6 (150.000/pocillo) y se incubaron al día siguiente con 5 µM de Mitosox durante 
30 minutos en oscuridad, después de los tratamientos correspondientes. Como control positivo 
del ensayo utilizamos el reactivo Paraquat (0,1 mM) que genera radicales superóxido. Los 
controles se prepararon incubando las células con Mitosox durante 10 minutos y a continuación 
una hora con Paraquat en ausencia de suero. Después se retiró el medio y se incubó una vez 
más con Mitosox durante 30 minutos como el resto de las muestras. Después de la incubación 
con Mitosox, todas las muestras se lavaron con PBS, se añadieron 100 µl de tripsina y 
después de unos minutos se añadieron 250 µl de medio, se resuspendieron las células y se 
transfirieron a una placa de 96 pocillos. La adquisición y análisis de las muestras se llevaron a 
cabo en un citómetro de flujo BD FACSCanto II y con el software FACSDiva.  
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13.- Medición de glutatión oxidada (GSSG) en extractos 
celulares. 
La medición del nivel de oxidación proteica en extractos celulares se llevó a cabo 
mediante el Glutathione assay Kit II de Calbiochem siguiendo las instrucciones del proveedor. 
Las células de los distintos grupos experimentales se colectaron por raspado de la placa y 
centrifugación, y el sedimento celular obtenido se homogeneizó en 0,5 ml de tampón MES 1X 
(200 mM ácido2-(N-morfolino)etanosulfónico; 50 mM fosfato; 1 mM EDTA, pH 6,0). A 
continuación, las muestras se sonicaron y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min. a 
4ºC. Las proteínas del sobrenadante se precipitaron con ácido metafosfórico (50 mg/ml; MPA, 
Sigma) durante 5 min y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 min. Se añadieron 50 µl/ 
muestra de 4M TEAM (trietanolamina, Sigma) y 10 µl de 1M 2-vinilpiridina (Sigma). Las 
muestras se incubaron a RT durante 60 min, se añadió la mezcla de ensayo (1X MES, mezcla 
de cofactores y mezcla de enzimas) y se midió la absorbancia a 405 nm a intervalos de 5 
minutos durante 30 minutos en un espectrofotómetro VersaMax (Molecular Devices). La 
concentración de GSSG se determinó siguiendo las instrucciones del proveedor, a partir de las 
muestras patrón de GSSG proporcionadas. Este ensayo se repitió dos veces a partir de 
triplicados de muestras independientes. 
14.- Análisis del ciclo celular por citometría de flujo. 
 Para el análisis del ciclo celular usamos la tinción con ioduro de propidio y el citómetro 
de flujo BD FACScan (Becton Dickinson). Para ello, se utilizaron triplicados de placas. Las 
células se recogieron por tripsinizacion y se neutralizaron con medio. Se contaron las células y 
1x106 células se sedimentaron en tubos adecuados para FACS (Falcon, Becton Dickinson, 
catálogo 2052), con sus correspondientes sobrenadantes. A continuación, se añadieron 100 µl 
de PBS a los sedimentos celulares, se resuspendieron ligeramente y se añadieron 3 ml de 
etanol 70% (-20ºC), gota a gota, para evitar la formación de agregados celulares. Las células 
se fijaron durante al menos 1 hora a 4ºC y se lavaron posteriormente dos veces con PBS. Los 
sedimentos celulares se incubaron durante al menos 30 minutos con ioduro de propidio 50 
µg/ml y RNAse A 1 mg/ml. Las muestras se adquirieron en el citómetro usando el software Cell 
Quest Pro. Los datos adquiridos fueron analizados con el software Modfit 3.1 y las ilustraciones 
de perfiles de ADN fueron obtenidos con el software FlowJo. 
 15.- Medida de la capacidad respiratoria celular. 
 Para medir el consumo de oxígeno en células intactas utilizamos el OROBOROS 
Oxygraph-2k (Oroboros Inst., Innsbruck, Austria) (125). Este aparato, un respirómetro de alta 
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resolución, nos permite monitorizar la función respiratoria mitocondrial y celular. Permite 
detectar diferencias muy pequeñas en los niveles de consumo de oxígeno, partiendo de una 
cantidad de muestras relativamente pequeña, algo que no es posible con los métodos de 
medida convencionales tipo electrodo de Clark. 
 Los análisis realizados se llevaron a cabo en grupos de dos a partir de 1x106 de células 
procedentes de cultivos sembrados a una densidad celular idéntica, resuspendidas en 2 ml de 
DMEM. Las células se dispusieron en las dos cámaras del aparato y el protocolo que se llevó a 
cabo de forma secuencial, incluye una medida de la respiración celular routine (Cr) que refleja 
la actividad metabólica aeróbica en las condiciones de cultivo rutinarias con los sustratos 
fisiológicos en el medio, la respiración tras inhibir la ATP sintasa con oligomicina (2 µg/ml), que 
es causada principalmente por la compensación de la fuga de protones e incluye la respiración 
no mitocondrial de la célula (CrO);  la máxima capacidad respiratoria obtenida al desacoplar la 
respiración mitocondrial añadiendo FCCP en cantidades crecientes (0,5 µM cada vez) (CrU); y 
por último, se mide la respiración no mitocondrial después de la inhibición secuencial del 
complejo I con rotenona (0,1 µM) y el complejo III con anticimicina A (2,5 µM) (Residual oxygen 
consumption, ROX). Todos los inhibidores y el desacoplante pasan libremente a través de la 
membrana plasmática y no requieren por tanto permeabilización celular. 
 Para los cálculos se han corregido todos los flujos descontando la respiración no 
mitocondrial (ROX). Estos ensayos se llevaron a cabo al menos tres veces para cada condición 
experimental. 
16.-Experimentos con animales. 
 En los experimentos de hipertiroidismo inducido se utilizaron ratones CD1 wt (N=12). El 
hipertiroidismo fue inducido en 6 ratones mediante la adición en el agua de la bebida de 95 y 
25 ng/g de ratón de T3 y T4, respectivamente, y 0,01% de BSA. El agua de la bebida de los 
animales controles contenía el excipiente y 0.01% de BSA. Después de 14 días de tratamiento 
los ratones fueron sacrificados por decapitación cervical y las muestras de hígado y riñón 
fueron fijadas en formalina tamponada o congeladas en OCT. Para el análisis de los transcritos 
de Dio1 se recogieron muestras de hígado que fueron guardadas a -80ºC hasta su 
procesamiento. Estos experimentos se realizaron dos veces, en ratones de 2 y 6 meses de 
edad. 
17.- Inmunohistoquímica. 
Las muestras obtenidas de ratones se fijaron ON con 3,7% de formalina tamponada y 
se embebieron en parafina según un protocolo estándar o bien se congelaron rápidamente 
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(flash freezing) con N2 líquido y fueron embebidas en OCT en moldes de inclusión (Tissue-Tek, 
Sakura). Para el análisis inmunohistoquímico de γH2AFX empleamos secciones de 4 µm de 
espesor de los bloques de parafina y para la tinción de 8-OH-dG usamos secciones de 10 µm 
de muestras congeladas y fijadas 1 minuto en PFA al 1%. Las muestras fijadas en formalina 
fueron desparafinadas con Xilol (10 minutos/ dos veces) e hidratadas en gradientes 
decrecientes de etanol durante 2 minutos (100%, 75%, 50%, 25%) y H2O. El 
desenmascaramiento del antígeno fue llevado a cabo en un microondas de 700W de potencia 
en tampón citrato sódico (10 mM citrato sódico; 0,05% Tween-20, pH 6.0) en una olla de 
presión (Microwave Tender Cooker, Nordic Ware). Las muestras fueron sometidas a dos ciclos 
de 15 minutos cada uno empleando el 100% y el 50% de la potencia del microondas. A 
continuación la actividad peroxidasa endógena fue inhibida sumergiendo las muestras 0,3% 
H2O2 en metanol durante 20 minutos. Las muestras fueron bloqueadas y permeabilizadas 
mediante la incubación con PBS/0,5% Tritón X-100 durante 30 minutos. La tinción con 
anticuerpos y el revelado fueron llevados a cabo empleando los Vectastain® ABC Kits de 
Vector Laboratories, empleando DAB (DAB Substrate Kit) como sustrato y siguiendo las 
instrucciones del proveedor, excepto para las muestras congeladas donde empleamos BSA 
1% como agente bloqueante y diluyente del anticuerpo. Las incubaciones se llevaron a cabo 
ON a RT en una cámara de humedad para las muestras en bloques de parafina y 3 horas para 
las muestras congeladas, y usamos Nuclear Fast Red (Sigma, catálogo N3020) como agente 
de contraste. Los portaobjetos fueron montados con DePex (Serva, catálogo 18243) y 
cubreobjetos de distintos tamaños. Las fotografías se tomaron utilizando el microscopio Nikon 
E90i y el software NES Elementes (Nikon). Para la cuantificación de focos se hicieron varias 
fotografías de diferentes campos al azar y se contabilizaron al menos 1.000 núcleos. 
18.-Análisis estadístico. 
 Los análisis estadísticos de los datos de este trabajo se realizaron utilizando el 
programa PrismTM GraphPad (version 5.0). Con este programa se calculó la significación 
estadística (α=0,05), que se obtuvo utilizando análisis de varianza (one-way ANOVA 
nonparametric), seguido de un análisis post-test de Newman-Keuls, cuando había más de 2 
grupos experimentales. Los P values obtenidos de estos análisis están indicados en la figuras. 
Otro test estadístico que se aplicó de forma específica cuando existían dos grupos 
experimentales fue el two-tailed unpaired student´s t-test. Un asterisco (*) indica P<0,05, el 
asterisco doble (**), P<0,01 y el asterisco triple (***), P<0,001. Cuando se obtuvo un valor de 
P>0,05 los datos fueron considerados no significativos (ns). Para el cálculo del valor medio, la 
desviación estándar (s.d.) y el error estándar de la media (SEM) se utilizó el software Microsoft 
Excel. 
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1. Influencia de la hormona T3 y de la expresión del receptor THRB en 
senescencia celular. 
1.1. Efecto de la hormona T3 y del receptor THRB en la proliferación y 
senescencia de MEFs en cultivos primarios. 
La hormona T3 produce la inhibición de la proliferación de varios tipos celulares, como 
las células de neuroblastoma de ratón N2aβ o fibroblastos que expresan THRB (218, 219, 228), 
y es capaz de revertir la progresión tumoral de nódulos preneoplásicos en hepatocarcinomas 
inducidos en ratas (149). Además, se ha puesto de manifiesto en nuestro laboratorio que la 
expresión de THRβ1 (THRB) inhibe la transformación inducida por RAS oncogénico, 
bloqueando la inducción CCND1 (CICLINA D1) (88, 89). Otros resultados indican que THRB 
retrasa la formación de tumores e inhibe la formación de metástasis cuando se expresa 
constitutivamente en células tumorales humanas de hepatocarcinoma y carcinoma mamario 
(181, 182). 
 Ya que la senescencia celular es uno de los mecanismos más importantes para inhibir 
la transformación celular y la progresión tumoral, nos planteamos la hipótesis de que parte de 
la actividad antitumoral de la hormona T3 y del receptor THRB pudiera ser mediada por la 
inducción de senescencia celular. Con la finalidad de estudiar este fenómeno, empleamos 
fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs). Los cultivos primarios de MEFs representan un 
modelo idóneo para este estudio, ya que entran en senescencia después de un número 
relativamente corto de pases en cultivo, tras acumular 15-20 PDLs (population doubling levels) 
(211). A partir de MEFs primarios obtenidos de ratones normales a 13,5 días post-coito, 
evaluamos la aparición de células senescentes entre los pases 5 y 9 en ausencia o presencia 
de la hormona T3 a una concentración cercana a la fisiológica (5 nM), siguiendo el protocolo de 
las células 3T3 establecido para MEFs (ver Mat&Met). Esta cantidad de hormona permite que 
la totalidad de los THRs presentes en la célula estén unidos a ligando. La exposición continua a 
hormona, dio lugar a un aumento en la expresión de marcadores de senescencia celular. Así, 
la expresión de la actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-βgal) (66) en cada 
uno de los pases, fue mayor en las células tratadas con T3 (Fig. 1a), y también se encontraron 
mayores niveles de expresión de CDKN2A (4) en células tratadas con hormona (Fig 1b). 
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Ya que los MEFs no expresan altos niveles endógenos de THRs. También analizamos la 
influencia de la expresión exógena de THRB en senescencia celular. Para ello, generamos 
mediante transducciones retrovirales cultivos de MEFs primarios que expresan 
constitutivamente y de forma estable este receptor. Después de la correspondiente selección, 
analizamos los niveles de expresión del receptor en los cultivos resistentes al agente de 
selección (Fig. 2a) y los sometimos al protocolo 3T3, durante tres pases consecutivos, para 
evaluar su capacidad proliferativa en presencia y ausencia de T3. La incubación con T3 inhibió 
la proliferación de los MEFS transducidos con el vector vacío, y la sobreexpresión de THRB dio 
lugar a una fuerte inhibición de la proliferación celular desde el primer pase tras la selección, 
que fue aún más acusada en presencia de T3 (Fig. 2b). La actividad SA-βgal se evaluó tras el 
tercer pase consecutivo. Como se muestra en la Fig. 2c, la exposición de los cultivos a T3 
durante 3 pases dio lugar a una acumulación significativa de células senescentes (alrededor 
del 30%). Adicionalmente, en cultivos que sobreexpresaban THRB, encontramos que 
aproximadamente el 50% de los MEFs ya eran senescentes. En este caso, la adición de T3 no 
aumentó significativamente los altos niveles alcanzados con la sola sobreexpresión de THRB. 
Figura 1. Análisis de la expresión de la actividad β-galactosidasa asociada a senescencia celular (SA-βgal) 
y de CDKN2A en MEFs primarios. a) Actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-βgal) en cada uno 
de los pases de los cultivos tratados o no con hormona T3 (panel izquierdo). La significación estadística 
(P<0,0001), obtenida en cada pase se muestra con asteriscos (*=P<0,05, **= P<0,01). En el panel derecho se 
muestran micrografías representativas de los cultivos en pase 5 y 9. Magnificación de las micrografías 200X y 
escala de 10 µm. b) Análisis de la expresión de CDKN2A en extractos celulares de cada uno de los pases 
celulares. Como control de carga se utilizó la proteína ACTB (β-ACTINA).  
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 1.1.1. Comparación entre los efectos de THRB y RASVal12 . Análisis de la 
aparición de focos de daño al ADN. 
En su conjunto, los resultados anteriores indicaban que la exposición continua de los 
MEFs normales a T3 era capaz de inducir senescencia celular y que este efecto era más 
acentuado tras la sobreexpresión de THRB. A continuación, comparamos los efectos de la T3 y 
del THRB, con el que se observa cuando sobreexpresamos la forma oncogénica de HRAS 
(RASVal12). Se ha descrito que RASVal12 es un potente inductor de senescencia celular, la 
denominada senescencia inducida por oncogenes, OIS (oncogene induced senescence). La 
sobreexpresión de RASVal12 induce un daño replicativo masivo por el exceso en la señalización 
mitogénica, que conduce a un bloqueo proliferativo y a senescencia celular (17, 65, 180, 183, 
260). 
Figura 2. Efecto de la sobreexpresión de THRB en MEFs. a) Niveles de expresión de THRB en los cultivos 
estables de MEFs primarios transducidos con un vector vacío o con THRB. Como control de carga utilizamos la 
proteína α-TUBULINA (TUBA1A). b) Evaluación de la proliferación celular durante tres pases consecutivos de los 
cultivos, en ausencia o presencia de T3 (5 nM) (P<0,0001). PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= número de células 
obtenidas al final del pase. N0=número de células sembradas al inicio del pase. La significación estadística (P), 
obtenida en el tercer pase se muestra con asteriscos (**= P<0,01 y ***= P<0,001). c) Ensayo de la actividad SA-
βgal en células tras el tercer pase consecutivo (P=0,0013). Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales de dos experimentos distintos, la desviación estándar y la significación estadística (**= P<0,01). 
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De acuerdo con estos antecedentes, la sobreexpresión de RASVal12 dio lugar a un 
bloqueo completo de la proliferación desde el primer pase post-selección (Fig. 3a). Aun cuando 
la sobreexpresión de THRB induce una fuerte inhibición de la proliferación celular, ésta tiene 
unos efectos más moderados que los producidos por RASVal12. En consonancia con estos 
resultados, encontramos que el oncogén indujo la senescencia de prácticamente toda la 
población de MEFs (más del 70%), mientras que el receptor indujo la senescencia de 
aproximadamente la mitad de la población (Fig. 3b).  
Las células senescentes suelen presentar un daño genómico significativo y una 
activación persistente de la señalización del daño y reparación del ADN (242). Después de tres 
pases consecutivos en presencia y ausencia de T3, evaluamos la presencia de los 
denominados focos asociados a daño genómico. Estos focos están constituidos por proteínas 
implicadas en la señalización del daño y también por proteínas que tienen funciones en su 
reparación. Una de estas proteínas es TP53 binding protein 1 (TP53BP1), también denominada 
53BP1, que denota la rotura del ADN en sus dos cadenas (double-strand breaks, DSBs). El 
tratamiento con T3, al igual que la sobreexpresión de THRB, dio lugar a un incremento 
significativo del número de focos que contenían TP53BP1 (Fig. 3c). El patrón de expresión de 
TP53BP1 observado en estas dos condiciones fue cuantitativa y cualitativamente distinto al 
obtenido tras la sobreexpresión de RASVal12. La mayoría de las células que sobreexpresaban 
RASVal12, tanto en ausencia como en presencia de T3, presentaban una expresión de TP53BP1 
muy elevada y una distribución homogénea por todo el núcleo (pan-nuclear), consistente con 
un daño replicativo masivo, aunque también observamos células que presentaban numerosos 
focos de daño, que abarcaban todo el núcleo (Fig. 3c). En el caso de la sobreexpresión de 
THRB o el tratamiento con T3, los focos de daño al ADN que se aprecian son discretos y de un 
tamaño que permitió su cuantificación. El tratamiento con hormona dio lugar a un incremento 
en el porcentaje de células que presentaban focos, aunque los mayores niveles los 
encontramos en los cultivos de células que sobreexpresaban THRB y que fueron tratadas con 
T3. De la misma forma, las células tratadas con T3 o que sobreexpresaban THRB presentaban 
un mayor número de focos por núcleo que las células control sin tratar (Fig. 3d). 
 La formación de focos de daño al ADN inducida por la T3 y el THRB también se 
comparó con la que se obtiene cuando las células fueron sometidos a otros estímulos que 
causan daño al ADN y senescencia, como la irradiación con rayos gamma o un shock oxidativo 
con H2O2. En general, la morfología y distribución de los focos observados tras la incubación 
con la hormona o la sobreexpresión de THRB no diferían sustancialmente de los que 
observaron con dichos tratamientos, aunque el número de focos formado fue menor (Fig. 3c). 
En estas condiciones, la incubación con T3 no dio lugar a un mayor aumento en la aparición de 
focos, debido probablemente a la potencia de estos inductores de senescencia celular.  
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Figura 3. Comparación del efecto de THRB y RASVal12 en la proliferación celular de MEFs y análisis de focos 
de daño al ADN. a) Evaluación de la proliferación celular durante tres pases consecutivos de cultivos estables de 
MEFs que sobreexpresan THRB o RASVal12, en presencia o ausencia de T3 (5 nM) (P<0,0001). PDLs=log(Nf/N0)*3,33; 
Nf= número de células obtenidas al final del pase. N0=número de células sembradas al inicio del pase. b) Micrografías  
representativas  de ensayos de SA-βgal en MEFs que expresan THRB o RASVal12 en el tercer pase-post-selección. 
Magnificación de las micrografías 200X y escala de 10 µM. c) Evaluación por inmunofluorescencia (IF) de la 
presencia de focos que contienen TP53 binding protein 1 (TP53BP1) en diferentes condiciones experimentales, i) 
después del tercer pase consecutivo de células control (vector vacío) o que sobreexpresan THRB o RASVal12, tratadas 
o no con T3, ii) MEFs sometidos a 1 Gy de radiación gamma (γ-ray) (las células fueron procesadas para IF 60 min 
post-radiación) y iii) después del tercer pase consecutivo de MEFs sometidos a un shock de 2 horas con H2O2 (600 
µM). Magnificación de las micrografías 400X. d) Cuantificación de los focos de daño al ADN que contienen TP53BP1 
en los cultivos estables de células control (vector vacío) o que sobreexpresan THRB, después del tercer pase 
consecutivo en presencia o ausencia de T3 (5 nM) (P=0,018). Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01).  
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 1.2. Efecto de la hormona T3 y del receptor THRB en la proliferación y 
senescencia celular de MEFs THRA(-/-)B(-/-) inmortalizados. Influencia de las 
principales isoformas del THR.  
Con el objetivo de evaluar la contribución de las principales isoformas de los THRs en 
senescencia celular empleamos MEFs que no expresan ninguno de los dos genes de los THRs 
(THRA(-/-)B(-/-), en adelante THRABKO). Estos MEFs se inmortalizaron espontáneamente en 
cultivo y no expresan TP53 (datos no mostrados). En este contexto, generamos cultivos que 
expresaban constitutivamente de forma estable las dos principales isoformas del THR, THRA y 
THRB. Después de la correspondiente selección, confirmamos la expresión de THRA y THRB 
en extractos celulares (Fig. 4a) y evaluamos la capacidad proliferativa durante tres pases 
consecutivos en presencia o ausencia de hormona. Como se espera de células que no 
expresan el THR endógenamente, la exposición a T3 no dio lugar a la inhibición de la 
proliferación celular del control (vector vacío) (Fig. 4b). Adicionalmente, sólo la expresión de 
THRB, pero no de THRA, inhibió la proliferación drásticamente en presencia de ligando. 
Después del tercer pase consecutivo evaluamos la expresión de la SA-βgal, encontrando de la 
misma forma que sólo la expresión de THRB en presencia de ligando indujo una acumulación 
significativa (más del 25%), de células senescentes en los cultivos (Fig. 4c). Estos cultivos se 
sometieron también a un shock de H2O2 con el objeto de evaluar la influencia de la expresión 
de THRs en la senescencia inducida o prematura producida por este agente altamente 
oxidante. Después de 1 pase (3 días) o de 3 pases post-shock (9 días) evaluamos la aparición 
de células senescentes mediante la expresión de la SA-βgal. Como se observa en la Fig. 4d, el 
tratamiento con H2O2 solamente fue capaz de inducir senescencia celular después de 3 pases 
en aproximadamente el 10-20% de células control (vector vacío) o que sobreexpresaban 
THRA. Sin embargo, la expresión de THRB aumentó significativamente los niveles de 
senescencia ya en el primer pase hasta el 20%, llegando casi al 30% en presencia de 
hormona. Después del tercer pase, los niveles más altos se encontraron en células que 
sobreexpresaban THRB y en presencia de ligando, llegándose a acumular casi un 70% de 
células senescentes, un hecho muy significativo teniendo en cuenta que estas células son 
inmortales (Fig. 4d). En su conjunto, los resultados obtenidos con este tipo de MEFs, nos 
indicaban que la isoforma del THR que induce senescencia celular es THRB y que es capaz de 
hacerlo en un contexto celular inmortalizado, TP53 negativo y resistente a senescencia celular 
replicativa. De la misma forma, el THRB es capaz de aumentar la senescencia celular 
prematura inducida mediante un shock oxidativo.   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1.3. Efecto de diferentes mutantes del receptor THRB en la proliferación y 
senescencia de MEFs THRA(-/-)B(-/-).  
A continuación, nos planteamos evaluar el papel de los diferentes dominios funcionales 
del receptor en la inducción de senescencia celular. Para ello, en MEFs THRABKO se 
transdujeron establemente diferentes mutantes del THRB; E452Q que no une coactivadores, 
AHT que no recluta correpresores y C102G que no se une al ADN. Cuando se analizó la 
expresión del THRB en extractos celulares se pudo observar que los diferentes mutantes se 
expresaron a niveles similares al receptor nativo (Fig. 5a). Como en los apartados anteriores, 
Figura 4. Análisis de la influencia de las principales isoformas de los THRs en senescencia celular de 
MEFs inmortalizados THRABKO. a) Evaluación de la expresión de THRA y THRB por western-blotting en los 
cultivos estables generados. Como control de carga utilizamos CTNNB1 (β−CATENINA) y TUBA1A. Como 
control positivo (C+), utilizamos extractos de fibroblastos IMR90 transfectados establemente con THRB. b) 
Evaluación de la proliferación celular durante tres pases consecutivos tras la selección en ausencia y presencia 
de ligando (T3 5 nM) (P<0,0001). PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= número de células obtenidas al final del pase. 
N0=número de células sembradas al inicio del pase. c) Análisis de la actividad SA-βgal después del tercer pase 
consecutivo (P<0,0001). d) Evaluación de la SA-βgal en los cultivos sometidos a un shock de 2 horas con H2O2 
(600 µM), y tratados posteriormente en ausencia y presencia de hormona durante el primer pase (3 días post-
shock) o durante 3 pases (9 días post-shock) (P<0,0001). Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
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se evaluó la capacidad proliferativa de estas células en 3 pases consecutivos en ausencia y 
presencia de T3 (Fig. 5b), y después del tercer pase también se evaluó la expresión de SA-
βGal (Fig. 5c). De esta forma, se comprobó que tanto la inhibición de la proliferación como la 
inducción de senescencia requieren de la expresión de THRB transcripcionalmente funcional, 
ya que que, a diferencia del receptor nativo, ninguno de los mutantes utilizados fue capaz de 
inducir ninguno de los dos procesos. En este contexto, también se expresó de forma estable la 
variante oncogénica de RAS (RAS Val12), y a diferencia de los resultados obtenidos en MEFs 
normales en los que es un fuerte inductor de senescencia, en fibroblastos inmortalizados tiene 
un papel mitogénico promoviendo la proliferación celular (Fig. 5b) y no aumenta los niveles de 
expresión del marcador de senescencia SA-βGal (Fig. 5c). 
 
 
 
 
Figura 5. Análisis de la influencia de diferentes mutantes de THRB en senescencia celular de MEFs 
inmortalizados THRABKO. a) Evaluación de la expresión de THRB por western-blotting en los cultivos estables 
generados. Como control de carga utilizamos TUBA1A. b) Evaluación de la proliferación celular durante tres pases 
consecutivos tras la selección en ausencia y presencia de ligando (T3 5 nM) (P<0,0001). PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= 
número de células obtenidas al final del pase. N0=número de células sembradas al inicio del pase.  c) Análisis de la 
actividad SA-βgal después del tercer pase consecutivo (P<0,0001). Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (**= P<0,01 y ***= P<0,001). 
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1.4. Efecto de la hormona T3 y del receptor THRB en la proliferación y 
senescencia celular de MEFs Tp53(-/-).  
 
En función de los resultados presentados en el apartado anterior, generamos cultivos 
estables en MEFs obtenidos de ratones Tp53(-/-) (TP53KO, en adelante), para estudiar las 
bases moleculares de la inducción de senescencia celular por el THRB. Estos MEFs, al igual 
que los MEFs normales, expresan THRs endógenamente, lo que nos permite evaluar el efecto 
de la T3 aún sin sobreexpresar el receptor. Por otra parte, son inmortalizados y resistentes a 
senescencia replicativa, como los MEFs THRABKO y la mayoría de líneas celulares, y la 
disponibilidad celular, por tanto, no es tan limitante como en el caso de los MEFs obtenidos de 
ratones normales. 
Al igual que en los casos anteriores analizamos la expresión de THRB en los cultivos 
generados (Fig.6a) y su capacidad proliferativa. La exposición continua a hormona dio lugar a 
la inhibición de la proliferación (Fig.6b) y confirmamos nuevamente que la sobreexpresión de 
THRB es un potente inhibidor de la proliferación sobre todo en presencia de ligando. De la 
misma forma, THRB fue capaz de inducir la acumulación de células senescentes después del 
tercer pase, hasta un 20-25%, en un contexto TP53 negativo (Fig.6c). Los cultivos que 
sobreexpresaban THRB fueron también los más sensibles a un shock de H2O2, de forma que 
THRB actuó cooperativamente con el H2O2 para inducir senescencia prematura (Fig.6d).  
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Figura 6. Efecto de la hormona T3 y de la expresión de THRB en senescencia celular de MEFs TP53KO. a) 
Niveles de la expresión del THRB en células transfectadas establemente con el vector vacío y THRB. Se utilizó la 
proteína TUBA1A (α tubulina) como control de carga. b) Evaluación de la proliferación celular de los cultivos 
generados, en ausencia y presencia de T3 (5nM) durante tres pases consecutivos (P<0,0001). 
PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= número de células obtenidas al final del pase. N0=número de células sembradas al 
inicio del pase. c) Análisis de la SA-βgal después del tercer pase en presencia y ausencia de T3 (P<0,0001).d) 
Análisis de la SA-βgal de los mismos cultivos sometidos a un shock de 2 horas con H2O2 (600 µM), después del 
primer pase (3 días post-shock) o del tercero (9 días post-shock) (P<0,0001). Se ha representado el valor medio 
de triplicados experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y 
***= P<0,001).  
 
Resultados 
 
 73 
2. Influencia de la hormona T3 y de la expresión del receptor 
THRB en daño genómico. 
2.1. El tratamiento con hormona T3 y la sobreexpresión del receptor THRB 
inducen la aparición de focos de daño al ADN. 
 Los resultados iniciales obtenidos con MEFs normales (apartado 1.1.1), indicaban que 
tanto la hormona T3 como la expresión de THRB eran capaces de inducir la presencia de focos 
de daño al ADN que contenían TP53BP1, un marcador de DSBs. De la misma forma, aunque 
con mayor magnitud, observamos lo mismo cuando empleamos otros inductores como el H2O2, 
la radiación gamma o la sobreexpresión de RASVal12. Con el objetivo de estudiar la presencia 
de daño genómico, su naturaleza y origen, y la capacidad reparadora de las células, 
empleamos MEFs TP53KO y MEFs normales. 
 La presencia de DSBs se confirmó mediante el doble marcaje con γH2AFX y TP53BP1. 
Cuando se producen DSBs ambas proteínas colocalizan en puntos discretos fácilmente 
identificables mediante inmunofluorescencia indirecta. El análisis de microscopía confocal 
indicó que existía una cofocalización cercana al 100% de estos dos marcadores en MEFs 
TP53KO (Fig. 7a). En estos cultivos observamos que el tratamiento con T3 aumentó la 
aparición de este tipo de foco después de tres pases consecutivos. De la misma forma que en 
ensayos anteriores, la expresión constitutiva de THRB conduce también a un incremento 
drástico en la formación de estos focos, tanto en el porcentaje de células que contenían focos 
como en aquéllas que expresaban un mayor número de estos focos por núcleo (Fig. 7b). La 
presencia de estos focos fue ya patente tras el primer pase (Fig.7c), donde observamos no 
solamente un incremento significativo del porcentaje de células dañadas, sino también un 
aumento en el número de focos por núcleo, sobre todo en el caso de células tratadas con T3. 
 El tratamiento con T3 y la expresión de THRB conduce a la expresión o activación de 
varios marcadores de daño genómico como la fosforilación de H2AFX, CHEK1 y CHEK2 (Fig. 
6d). Asimismo, la trimetilación de la histona H3 en la lisina 9 (H3F3A K9 3me), que como se ha 
mencionado se asocia a la heterocromatinización característica de las células senescentes, 
aumentó de forma significativa en estas condiciones. De la misma forma, los niveles de todos 
estos marcadores también se elevaron en células sometidas a un shock de H2O2, aunque en 
este caso no pudimos observar efectos cooperativos con la hormona T3 ni con el THRB, 
debido probablemente a la potencia del agente inductor.  
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Figura 7. Análisis de la presencia de focos de daño al ADN que contienen γH2AX y TP53BP1 en MEFs 
TP53KO. a) Análisis por microscopía confocal de los focos de daño observados en MEFs TP53KO que 
sobreexpresan THRB. Magnificación de las micrografías 600X y escala de 10 µm. b) Presencia de focos de daño al 
ADN que contienen γH2AX y TP53BP1 después del tercer pase consecutivo de MEFs TP53BP1 que sobreexpresan 
o no THRB, en presencia o ausencia de T3. Magnificación de las micrografías 400Xy escala de 10 mm. c) 
Cuantificación de los focos de daño, después de 1 pase (P=0,0061) y de 3 pases (P=0,0004), en las diferentes 
condiciones experimentales. Se muestra el porcentaje de células que contienen focos así como el número de focos 
por núcleo (porcentaje de células con 1, 2 o más de 3 focos). Se analizaron más de 200 células en cada una de las 
condiciones. Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, la desviación estándar y la 
significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001). d) Análisis de la expresión de varios 
marcadores de daño en el ADN o de las rutas de señalización del mismo en las diferentes condiciones 
experimentales tras el tercer pase consecutivo o sometidas inicialmente a un shock de dos horas con H2O2 (600 
µM). γH2AX y las proteínas CHEK son mediadores de la señalización del daño y reparación del ADN. H3F3A K9 
3me es un marcador de heterocromatinización. CBX3 (proteína de unión a heterocromatina 1γ, HP1γ); TUBA1A se 
utilizó como control de carga. 
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 2.2. El tratamiento con hormona T3 y la sobreexpresión del receptor THRB 
inducen roturas físicas en el ADN. 
 
Como hemos comentado en el apartado anterior, tanto el tratamiento con T3 como la 
sobreexpresión de THRB inducían la aparición de focos de daño al ADN de doble cadena. Por 
lo que nos planteamos analizar la presencia de roturas en el ADN después de tres pases 
consecutivos en ausencia y presencia de ligando en MEFs TP53KO. Para ello empleamos la 
enzima la TdT (deoxiribonucleótido transferasa terminal) que incorpora nucleótidos (dUTP-11-
biotina) en los extremos 3’ sin necesidad de usar molde para la síntesis. Este nucleótido 
marcado nos permitió detectar los sitios donde se habían producidos roturas en el ADN, que se 
corresponden con los lugares en los que se había introducido el núcleotido. El porcentaje de 
células con rotura en el ADN en condiciones basales es del 20% y dicho porcentaje aumenta a 
valores próximos al 50% cuando los MEFs se cultivan en presencia de T3 y/o sobreexpresan el 
receptor THRB (Fig. 8). 
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Figura 8. Análisis de la presencia de roturas físicas en el ADN en MEFs TP53KO. a) Cuantificación del 
porcentaje de células que presentan roturas en el ADN después de 3 pases consecutivos (9 días) de MEFs 
TP53KO que sobreexpresan o no THRB, en presencia o ausencia de T3 (5nM) (P<0,0001). Como control positivo 
se trató con H2O2 (600 µM) durante 2 horas. Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, la 
desviación estándar y la significación estadística (P) (***= P<0,001). b) Micrografías representativas de MEFs en las 
condiciones anteriores que presentan roturas en el ADN. Magnificación de las micrografías 600X y escala de 10 
µm.  
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2.3. Influencia de la expresión de THRB y del tratamiento con T3 en la 
capacidad reparadora celular del daño genómico. 
 
De forma simplificada, podemos dividir el daño genómico en intrínseco cuando ocurre 
por la propia actividad metabólica normal de la célula o extrínseco cuando el daño está 
causado por agentes genotóxicos externos o por factores ambientales como la luz UV, la 
radiación, etc. El resultado es que, según estimaciones, una célula está sometida a 1 millón de 
lesiones por día (164). Para mantener la viabilidad celular, por tanto, se requiere una eficiente 
maquinaria de reparación.  
En función de los resultados anteriores, nos planteamos analizar si el daño genómico 
observado tras el tratamiento hormonal y la sobreexpresión de THRB pudiera ser debido a que 
en estas condiciones los mecanismos de reparación estuviesen deteriorados. Por ello, 
analizamos la capacidad reparadora de la célula en nuestras condiciones experimentales 
después de someter a las células a radiación gamma. Para ello, empleamos MEFs normales y 
TP53KO que expresan o no THRB y que fueron tratados durante 24 horas con la hormona y  
entonces sometidos a 3 Gy de radiación, una dosis que inflige un daño masivo en el ADN.  
Posteriormente, monitorizamos por inmunofluorescencia indirecta la expresión de focos de 
daño al ADN a lo largo del tiempo y además, las células irradiadas fueron mantenidas durante 
tres pases consecutivos para conocer el efecto de la T3 y la expresión de THRB sobre la 
viabilidad celular post-radiación.  
Como se muestra en la Fig 9, observamos que en las células antes de la irradiación 
tanto la T3 como la expresión de THRB indujeron un aumento del porcentaje de células con 
focos de daño al ADN y del número de focos/núcleo, demostrando de nuevo que el daño 
genómico inducido por la hormona es un evento temprano ya que es detectable a las 24 horas. 
 Esto se observó en los dos sistemas celulares empleados (MEFs normales y TP53KO). 
Después de tan sólo 15 min post-radiación se observa en todas las condiciones experimentales 
una formación masiva de focos que abarca todo el núcleo y todas las células. A partir de las 3 
horas, y sobre todo a las 6 horas post-radiación, la mayoría de las células contienen todavía 
focos pero se observa que se han reducido drásticamente el número de células altamente 
dañadas (>20 focos; incontables). Del análisis de estos focos de daño podemos concluir que 
no existen diferencias significativas en la capacidad reparadora post-radiación entre las 
distintas condiciones experimentales de los dos sistemas de células empleados, que pudieran 
explicar el aumento de daño al ADN observado en presencia de T3 o THRB. Cuando 
determinamos la capacidad proliferativa post-shock durante tres pases consecutivos, 
observamos que tanto la exposición continua a T3 como la sobreexpresión de THRB tienen 
efectos deletéreos sobre la viabilidad celular, actuando de forma cooperativa con la radiación 
gamma en el bloqueo de la proliferación.  
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2.4. El tratamiento con T3 y la sobreexpresión del receptor THRB no 
inducen daño replicativo. 
El estrés replicativo hace que las horquillas de replicación progresen lentamente o que 
incluso se puedan colapsar, pudiendo producir daño en el ADN e inestabilidad cromosómica. 
Las roturas de cadena simple en el ADN (single-strand breaks, SSBs) durante la replicación 
pueden convertirse eficientemente en DSBs de forma espontánea, o bien como consecuencia 
de su reparación o por el colapso de las horquillas (113). Con el objetivo de analizar si los focos 
de daño al ADN observados pudieran ser consecuencia de un daño replicativo, analizamos la 
incidencia de células doblemente marcadas con γH2AFX y CCNA1 (CICLINA A), un marcador 
de la fase S del ciclo celular. Durante la fase S, los niveles de expresión CCNA1 aumentan 
Figura 9. Análisis de la capacidad reparadora celular post-radiación. Inmunofluorescencia indirecta de 
TP53BP1 en MEFs normales (a) y TP53KO (b) que sobreexpresaban THRB o no (vector vacío) sometidos a 3 
Gy de radiación gamma. Las células fueron tratadas 24 horas con T3 (5 nM) antes de la irradiación. Se muestra 
el porcentaje de células que contienen focos de daño al ADN y el número de focos/núcleo observados antes de 
la irradiación y a distintos tiempos post radiación (15 min, 3 y 6 horas). Las micrografías son representativas de 
cada una de las condiciones experimentales (magnificación 400X y escala de 10 µm) c) Análisis de la viabilidad 
post-radiación de los cultivos de MEFs TP53KO sometidos a 10 Gy y tres pases consecutivos siguiendo el 
protocolo 3T3 (P<0.0001). PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= número de células obtenidas al final del pase. N0=número 
de células sembradas al inicio del pase. Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, la 
desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, ***= P<0,001). 
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considerablemente porque su unión a CDK2 es requerida para la progresión a través de esta 
fase. Las células que sufren un fuerte daño replicativo presentan un patrón de expresión de 
γH2AFX pan-nuclear (que abarca todo el núcleo) (87), similar al observado en la Fig. 3c con 
TP53BP1 en las células que expresan RASVal12. 
 Como se muestra en la Fig. 10a, no observamos diferencias significativas en nuestras 
condiciones experimentales en la incidencia de células con un patrón de expresión pan-nuclear 
de γH2AFX y que además muestran altos niveles de expresión de CCNA1, que abarcó un 10-
15% de la población. Por otro lado, la sobreexpresión de THRB y el tratamiento con T3 
conduce a un bloqueo significativo de células en la fase G0/G1, que no se corresponde con el 
observado en células sometidas a un estrés replicativo, como ocurre tras el tratamiento con 
hidroxiurea, un agente químico que inhibe la replicación del ADN induciendo una parada celular 
en la fase S principalmente en la población de células tetraploides (Fig. 10b). 
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  2.5. Efecto de la T3 y de la expresión de THRB en MEFs deficientes en ATM 
(ATMKO). 
  
Como hemos comentado anteriormente, ATM es una quinasa imprescindible como 
sensor de DSBs y para la señalización intracelular que conduce a su reparación. En función de 
los resultados anteriores que demostraban la presencia de DSBs inducidos por la hormona y 
THRB, nos planteamos analizar la incidencia de DSBs, la senescencia y la capacidad 
proliferativa de las células deficientes en ATM en presencia y ausencia de T3 y THRB.  
 La expresión de THRB en los transfectantes estables generados se confirmó por 
western-blotting y PCR cuantitativa. Como se muestra en las Figs. 11a y 11b, los niveles de 
expresión de THRB alcanzados en los MEFs ATMKO fueron relativamente más altos que los 
que se obtuvieron en los MEFs TP53KO, tanto a nivel de proteína como de ARNm. También 
Figura 10. Incidencia de daño replicativo en MEFs TP53KO. a) Micrografías representativas de 
inmunofluorescencia indirecta doble de γH2AFX y CCNA1. Se cuantificó el porcentaje de células que 
presentaban una expresión pan-nuclear de γH2AFX (que abarcaba todo el núcleo) y altos niveles de expresión 
de CCNA1, después del primer pase de cultivos (3 días) en las distintas condiciones experimentales 
(sobreexpresión o no de THRB, en ausencia y presencia de T3 5 nM) (P=0,4839). Magnificación de las 
micrografías, 200X. b) Perfil de ADN obtenido por citometría de flujo en células control o que sobreexpresan 
THRB en presencia o ausencia de T3 (5 nM). Como control positivo experimental se empleó el tratamiento con 
hidroxiurea (1 µM) durante 24 horas. c: número haploide de cromosomas. 
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observamos que los ATMKO expresaban mayores niveles de THRB endógeno 
(correspondiente al carril de vector vacío) que los MEFs TP53KO. A continuación, quisimos 
analizar los niveles tanto de expresión como de activación por radiación UV-C (254 nm) de 
TP53 y ATM en los MEFs TP53KO y ATMKO (Fig. 11c), lo que confirmó que estas células 
expresan ATM y TP53, respectivamente.  
Sin embargo, sorprendentemente, ni la exposición a T3 ni la sobreexpresión de THRB, 
condujeron a una inhibición significativa de la proliferación en MEFs ATMKO (Fig. 11d). De la 
misma forma, ni la hormona T3 ni la sobreexpresión de THRB dieron lugar a un aumento en la 
formación de focos de daño al ADN que contenían TP53BP1 y γH2AFX (Fig. 11e), ni a la 
aparición de senescencia celular ya que el número de células positivas para SA-βgal fue 
negligible en todas las condiciones (datos no mostrados). El análisis cuantitativo de estos focos 
indicaba que los MEFs ATMKO mostraban un porcentaje basal de células que contenían focos 
(alrededor del 12%) similar al de los MEFs deficientes en TP53, que no aumentó con el 
tratamiento con T3 o la sobreexpresión de THRB (Fig. 11f). Estos resultados nos permitieron 
confirmar que el daño infligido en el DNA por la sobreexpresión THRB y la T3 consistía en 
DSBs y que la quinasa ATM es esencial, no sólo para la aparición de este daño, sino para la 
inhibición proliferativa y la inducción de senescencia inducida por la T3 y THRB. 
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Figura 11. Efecto de la hormona T3 y THRB en MEFs deficientes de ATM (ATMKO). a) Comparación entre 
los niveles de expresión de THRB alcanzados en los cultivos estables generados en MEFs TP53KO y ATMKO. 
Como control de carga utilizamos la proteína TUBA1A (α-tubulina). b) Comparación entre los niveles de ARNm 
de THRB en los mismos cultivos (P<0,0001). c) Comparación de los niveles de activación y de expresión de 
TP53 y ATM en MEFs TP53KO y ATMKO. Las células creciendo en placas de p150 (80% confluencia) se 
irradiaron con 80 kJ/m2 de UV-C (254 nm). Después de 3 horas post-radiación las células se lavaron con PBS 1X 
y se procesaron para ser analizadas por inmunotransferencia. d) Comparación de la capacidad proliferativa entre 
los cultivos estables generados en MEFs TP53KO y ATMKO, en presencia o ausencia de T3. 
PDLs=log(Nf/N0)*3,33; Nf= número de células obtenidas al final del pase. N0=número de células sembradas al 
inicio del pase. (P<0,0001). e) Análisis de la formación de focos de daño al ADN que contienen γH2AFX y 
TP53BP1 después del tercer pase, en MEFs TP53KO y ATMKO (magnificación: 400X). f) Cuantificación de los 
focos, después del tercer pase, en los cultivos estables generados en MEFs ATMKO. Se muestra el porcentaje 
de células que contienen focos así como el número de focos por núcleo (porcentaje de células con 1, 2 o más de 
3 focos).Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, la desviación estándar y la 
significación estadística (P) (**= P<0,01 y ***= P<0,001). 
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En función de estos resultados, evaluamos también la capacidad transcripcional 
mediada por THRB en ausencia o presencia de ATM. Para ello, empleamos la transfección 
transitoria de un vector reportero de luciferasa que contiene el elemento de respuesta a 
hormonas tiroideas (TRE) en su configuración DR4. En MEFs TP53KO, la incubación con 
hormona aumentó significativamente la expresión del gen reportero y este aumento fue aun 
mayor tras la sobreexpresión de THRB. Sin embargo, en ausencia de ATM, ni la hormona ni la 
expresión de THRB fueron capaces de estimular significativamente la actividad del gen 
reportero en este tipo de ensayo (Fig. 12a). Adicionalmente, nos planteamos a continuación 
evaluar el efecto de la sobreexpresión de ATM sobre la capacidad transcripcional del THRB en 
células 293T transfectadas transitoriamente con el vector reportero y vectores de expresión que 
codifican por THRB y/o ATM. Como se muestra en la Fig. 12b, la expresión de ATM aumentó 
significativamente la transactivación dependiente de ligando y los mayores niveles de actividad 
luciferasa, de más de 500 veces respecto al control, se encontraron en células que 
sobreexpresaban THRB y ATM y fueron tratadas con T3.   
En su conjunto, estos resultados indican que ATM es esencial para las acciones de la 
T3 y THRB sobre proliferación celular, daño genómico y senescencia celular y, por otro lado, 
sugieren una nueva función de ATM en la actividad transcripcional de THRB, como un 
potencial corregulador de estos receptores nucleares.  
 
 
 
 
Figura 12. Efecto de la hormona T3 y THRB en MEFs deficientes de ATM (ATMKO). a)  Ensayo de actividad 
luciferasa en MEFs TP53KO y ATMKO transfectados transitoriamente con los vectores pTK-DR4-luciferasa y 
pRL-TK-Renilla, en ausencia o presencia de T3 (5 nM, 16 horas) (P<0,0001). b) Ensayo de actividad luciferasa 
en HEK 293T transfectadas transitoriamente con los vectores pTK-DR4-luciferasa, pRL-TK-Renilla y pcDNA3-
flagATM, en ausencia y presencia de T3 (5nM, 16 horas). Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001). 
Y en este caso, además, se han representados dos experimentos distintos y el error estándar de la media 
(S.E.M.). 
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 2.6. Análisis del daño oxidativo y de las especies reactivas de oxígeno 
(ROS). 
 
La aparición de daño genómico promovido por la hormona y la expresión THRB sugiere 
un origen endógeno del mismo, debido probablemente a sus efectos sobre el metabolismo de 
la célula. Como se ha comentado en la introducción, la hormona T3 regula el consumo de 
oxígeno (288, 289) y la función mitocondrial, y se ha descrito que es capaz de producir ROS en 
varios sistemas celulares (301). Estas moléculas son altamente reactivas y se han asociado a 
alteraciones químicas en el ADN, mutaciones e inestabilidad cromosómica. Las mitocondrias 
son la principal fuente de ROS intracelular. Se ha estimado que aproximadamente el 1-2 % de 
los electrones que pasan por la cadena transportadora de electrones reaccionan con oxígeno 
molecular para producir el anión superóxido, la ROS predominante en mitocondria.  
Para determinar si el origen del daño observado en MEFs estaba relacionado con la 
producción de ROS, abordamos el análisis de ROS y la aparición de daño oxidativo en el ADN. 
La medición de ROS la llevamos a cabo, en primer lugar, empleando la sonda 
fluorescente 2’, 7’ diclorofluoresceína diacetato (H2DCFDA), ampliamente utilizada en este tipo 
de estudios. En MEFs TP53KO, el tratamiento con hormona y la expresión de THRB son 
capaces de inducir la producción de ROS de forma significativa. Sin embargo, ni la hormona ni 
THRB son capaces de inducir ROS en los MEFs ATMKO. Para determinar si el origen de ROS 
era de origen mitocondrial empleamos la sonda fluorescente Mitosox, un agente altamente 
selectivo por la mitocondria y por el anión superóxido. De forma similar a la anterior sonda, la 
hormona y la expresión de THRB fueron capaces de incrementar los niveles de ROS 
mitocondriales de forma significativa (panel derecho, Fig. 13a). Los niveles relativos de ROS 
obtenidos en las células que expresan THRB son muy similares a los que presentan las 
tratadas con Paraquat, utilizado como control positivo, pero es importante apuntar que sin 
embargo, la intensidad de la sonda en estos último era mucho mayor. A continuación, 
determinamos los niveles de glutatión (GSH), un antioxidante que protege a las células de las 
ROS y un indicador del estado de reducción/oxidación de la célula. Como se muestra en la Fig. 
13b el tratamiento de tres horas con hormona aumentó en los niveles de GSSG, la forma 
oxidada de la glutatión. Los niveles de ésta están constitutivamente elevados en las células que 
sobreexpresan THRB y no aumentaron significativamente tras el tratamiento con hormona.  
Para determinar la incidencia de daño oxidativo en el ADN, analizamos la presencia de 
la base oxidada 8'-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OH-dG), que se origina por las ROS y que es 
ampliamente utilizada como biomarcador de daño oxidativo en el ADN. En primer lugar 
analizamos mediante microscopía confocal la distribución de la proteína TP53BP1 y de 8-OH-
dG. Como se muestra en la Fig. 13c, la proteína TP53BP1 y 8-OH-dG colocalizan 
perfectamente en la mayoría de los focos de daño al ADN observados. El número de estos 
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focos aumentó tras solamente 3 horas de tratamiento con T3 y con la sobreexpresión de THRB 
en MEFs TP53KO (Fig. 13d). Estos resultados en su conjunto nos indicaron que la producción 
de ROS, muy probablemente de origen mitocondrial, inducido por la hormona y el THRB son 
los responsables de la inducción de los focos de daño observados y que éstos aparecen a 
tiempos tempranos de tratamiento con la hormona. 
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Figura 13. Análisis de ROS y de focos que contienen TP53BP1 y 8-OH-dG. a) Panel izquierdo: Niveles de 
ROS observados en MEFs TP53KO y ATMKO empleando la sonda diclorofluoresceína diacetato y fluorometría. 
El tratamiento con hormona fue de 3 horas (P=0,0022). El tratamiento  de 2 horas con H2O2 (1 mM) se utilizó 
como control positivo (observar que los valores del eje son diferentes). Panel derecho: análisis de ROS 
mitocondrial empleando la sonda Mitosox y citometría de flujo, después de 3 ó 24 horas de tratamiento con T3 de 
los cultivos estables generados en MEFs TP53KO. Como control positivo empleamos el tratamiento con el 
agente Paraquat (0,1 mM) (ver mat&met) (P<0,0001). b) Medición de los valores relativos de glutatión oxidada 
(GSSG) en los cultivos estables de MEFs TP53KO tratados o no durante tres horas con T3 (5 nM) (P=0,0006). 
Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, el error estándar de la media (S.E.M.) de dos 
experimentos distintos y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001). c) Análisis por 
microscopía confocal de la cofocalización de los focos de daño al ADN que contienen TP53BP1 y 8-OH-dG, en 
MEFs TP53KO que expresan THRB. Magnificación de las micrografías: 600X. d) Micrografías representativas de 
inmunofluorescencia indirecta de TP53BP1 y 8-OH-dG en los cultivos estables de TP53KO que sobreexpresan 
THRB o no, en presencia y ausencia de ligando (5 nM, 3 horas). Magnificación de las micrografías 400X y 
escalas de 10 µm. d) Cuantificación de focos de daño al ADN que contienen TP53BP1 y 8-OH-dG, en los cultivos 
estables generados en MEFs TP53KO (P=0,0003). Se cuantificaron al menos 200 células en cada una de las 
condiciones experimentales. Se ha representado el valor medio de triplicados experimentales, la desviación 
estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
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Para confirmar que el daño observado es de origen oxidativo, tratamos las células con 
el agente antioxidante NAC (N-acetilcisteína) antes de la incubación con T3 y durante la 
duración de la misma, en las diferentes condiciones experimentales. De forma consistente e 
inequívoca, el tratamiento previo con NAC redujo drásticamente el número de focos de daño 
que contienen ADN oxidado (TP53BP1 y 8-OH-dG), inducidos por THRB y el tratamiento 
hormonal (Fig. 14a). La cuantificación del porcentaje de células que presentan focos demostró 
otra vez que la T3 aumentó su número de forma significativa al corto tiempo utilizado (3 horas) 
y que el NAC disminuyó de forma muy potente el número de células que presentan focos, 
aunque la disminución no fue total, pudiéndose observar todavía unos niveles basales de focos 
"resistentes" al tratamiento con NAC (Fig. 14b). 
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A continuación analizamos la presencia de focos de daño que contenían γH2AFX y 
TP53BP1 en presencia y ausencia de NAC (Fig. 15a). De nuevo se detectó el aumento 
temprano de focos inducido por T3 y THRB, y también se redujo su número en presencia del 
antioxidante (Fig. 15b), sobre todo en células que presentaban mayor número de focos por 
núcleo. El porcentaje de células dañadas después del tratamiento con NAC, aún fue 
significativo y mayor que el porcentaje de células que contenían 8-OH-dG y TP53BP1, 
indicando que no todos las lesiones de DSBs observadas en los cultivos contenían 8-OH-dG. 
 
 
 
 
Figura 14. Análisis de focos de daño al ADN que contienen 8-OH-dG y TP53BP1, tras el tratamiento con el 
agente antioxidante N-acetilcisteína (NAC). a) Micrografías representativas de doble inmunofluorescencia 
(TP53BP1 y 8-OH-dG) en MEFs TP53KO tratados o no con NAC  5 mM. El tratamiento con NAC se inició dos 
horas antes de la incubación con hormona (3 horas, 5 nM). Magnificación de las micrografías: 400X. b) 
Cuantificación de focos de daño al ADN que contienen TP53BP1 y 8-OH-dG, en MEFs TP53KO tratados con 
NAC o no (vehículo), antes de la adición de hormona T3 (5 nM) (P<0,0001). Se cuantificaron al menos 200 
células en cada una de las condiciones experimentales. Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
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2.7. El tratamiento con T3 induce daño genómico in vivo. 
  
El tratamiento de animales de experimentación con hormonas tiroideas provoca 
alteraciones en la función cardiaca, un mayor consumo de oxígeno y cambios en la expresión 
génica, incluyendo genes asociados a la función mitocondrial. La condición hipertiroidea, 
además, se ha asociado a daño tisular en órganos como el hígado donde se expresan 
constitutivamente niveles altos de los THRs (178, 301).  
 Para analizar la aparición de daño genómico in vivo, sometimos a ratones a dosis altas 
de las hormonas T4 y T3 durante un periodo de dos semanas. Después de este tiempo, se 
recogieron muestras de distintos órganos para examinar la expresión de marcadores de daño 
genómico. Como se muestra en la Fig. 16a, pudimos comprobar que los ratones tratados 
expresaban altos niveles hepáticos de expresión de ARNm de Dio1. Este gen codifica para la 
proteína responsable de desiodar la T4 circulante convirtiéndola en T3, principalmente en 
hígado y riñón (273), y su expresión se considera como un marcador preciso del estado tiroideo 
(336). De esta forma, por tanto, pudimos comprobar que los ratones tratados eran fuertemente 
hipertiroideos respecto a los no tratados o eutiroideos. En muestras de hígado y riñón, 
Figura 15. Análisis de los focos de daño al ADN que contienen γH2AFX y TP53BP1, tras el tratamiento 
con el agente antioxidante N-acetilcisteína (NAC). a) Micrografías representativas de inmunofluorescencias 
dobles (γH2AFX y TP53BP1) en MEFs TP53KO transfectados con el vector vacío y tratados con T3 y/o NAC. El 
tratamiento con NAC se inició dos horas antes de la incubación con hormona (3 horas, 5 nM). Magnificación de 
las micrografías: 400X. b) Cuantificación de focos que contienen γH2AFX y TP53BP1 en MEFs TP53KO 
transfectadas con vector vacío o THRB y tratadas con NAC o no antes de la adición de hormona T3 (5 nM). Se 
cuantificaron al menos 200 células en cada una de las condiciones experimentales (P<0,0001). Se ha 
representado el valor medio de triplicados experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) 
(*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
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mediante inmunohistoquímica de tejido fijado con formalina, observamos la formación de focos 
de daño al ADN que contenían γH2AFX, con una distribución similar a la observada en células 
en cultivo aunque de mayor tamaño debido, probablemente, a la actividad enzimática del 
revelado inmunohistoquímico (Fig. 16b). Su cuantificación mostró que la formación de focos 
conteniendo γH2AFX fue significativamente más alta en los animales hipertiroideos que en los 
controles, considerando tanto el porcentaje de células dañadas como en el número de focos de 
daño por núcleo (Fig. 16c). Las muestras procedentes de hígado mostraban además un mayor 
número de focos que las que procedían de riñón, donde la mayoría de las células expresaban 
un número pequeño (de 1 a 3 focos por núcleo). Para evaluar la incidencia de daño oxidativo 
en el ADN utilizamos el anticuerpo anti-8-OH-dG en muestras frescas de hígado congeladas 
rápidamente en nitrógeno líquido y procesadas para inmunohistoquímica. Como se muestra en 
la Fig. 16d, observamos una reactividad específica de este anticuerpo con una distribución, o 
bien pan-nuclear  o en focos discretos y abundantes. De nuevo, en animales hipertiroideos, la 
aparición de esta lesión en el ADN fue significativamente mayor que en los controles (panel 
derecho, Fig. 16c).  
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Figura 16. Las hormonas tiroideas inducen daño genómico in vivo. a) Niveles de expresión relativos de ARNm de 
Dio1 en el  hígado en animales eutiroideos e hipertiroideos (N=6 para cada condición). b) Micrografías representativas 
de inmunohistoquímica de muestras de riñón e hígado fijadas con formalina y de 4 µm de grosor, de ratones control 
(eutiroideos) e hipertiroideos. Se muestra la reactividad del anticuerpo contra γH2AFX y de los controles negativos (sin 
anticuerpo primario). c) Cuantificación de los focos de daño al ADN de γH2AFX en los tejidos mostrados de los dos 
grupos de animales. d) Inmunohistoquímica del anticuerpo anti 8-OH-dG en muestras frescas congeladas de hígado de 
ratones eutiroideos e hipertiroideos (10 µm de grosor). Los cuadrados del margen superior derecho corresponden a las 
zonas ampliadas señaladas con líneas discontinuas. En el panel derecho se muestra la cuantificación de la reactividad 
del anticuerpo en las dos condiciones experimentales. Magnificación de las micrografías: 400X (panel b) o 600X (panel 
14d) y escala de 10 µm. Se cuantificaron más de 1000 células de cada una de las condiciones experimentales. Se ha 
representado el valor medio de triplicados experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) por 
two-tailed unpaired student´s t-test (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
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3. Origen del daño inducido por la T3 y la expresión de THRB: 
efectos en la función mitocondrial. 
La naturaleza oxidativa del daño genómico observado y el aumento en la producción de 
ROS implicaba directamente a la mitocondria. Se ha descrito que en ratas hipotiroideas el 
tratamiento con T3 produce un aumento en el consumo de oxígeno que se debe principalmente 
a cambios de expresión de genes mitocondriales (288, 289), como parte del proceso de 
biogénesis mitocondrial. Con estos antecedentes nos planteamos analizar la expresión de 
algunos genes importantes para la función mitocondrial y la actividad respirométrica de la 
mitocondria en células intactas.  
 
 3.1. El tratamiento con T3 induce la expresión temprana de genes 
importantes para la función mitocondrial y un aumento en el consumo de 
oxígeno. 
 
La aparición de focos de daño al ADN y ROS en nuestro sistema son procesos que se 
observan a las pocas horas de tratamiento con T3, o de forma constitutiva, asociados a la 
sobreexpresión de THRB. Por ello, en primer lugar analizamos en estas condiciones la 
expresión de genes representativos que codifican para componentes de la cadena respiratoria: 
Uqcrfs1, componente del complejo III o citocromo b-c1; Rac1, que codifica para una de las seis 
subunidades de la NADPH oxidasa y se ha asociado a la producción de ROS mitocondrial 
mediante la generación de H2O2; Sco1, componente de la citocromo oxidasa c o complejo IV; 
Cox10 (subunidad 10 del complejo IV), y de genes codificados por el ADN mitocondrial, como 
Mt-cyb, de la subunidad III del complejo III y Mt-co1, subunidad I del complejo IV. 
Como se muestra en la Fig. 17a, el tratamiento con T3 induce alteraciones tempranas y 
significativas en la expresión de muchos de estos genes en MEFs TP53KO. En general, la 
expresión aumenta después de una hora de tratamiento y se mantiene después de 3 horas en 
la mayoría de los genes analizados, aunque en algunos casos decae de forma drástica 
después de este tiempo. La sobreexpresión de THRB conduce de forma general y constitutiva 
a un aumento en la expresión de la mayoría de los genes examinados. En la mayoría de los 
casos el tratamiento con hormona eleva a su vez la expresión de los mismos pero, en otros 
casos, los niveles de expresión alcanzados con THRB no se alteran significativamente. En 
cualquier caso, los cambios de expresión observados en respuesta a la T3 ocurren a un tiempo 
más temprano de lo que se ha descrito en varios sistemas celulares, sobre todo en hepatocitos 
(312, 314), donde la primera oleada de expresión génica tras el tratamiento hormonal se ha 
analizado a las seis horas. 
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A continuación, examinamos la expresión de estos mismos genes en MEFs ATMKO. 
Después de una hora de tratamiento con T3 no detectamos cambios significativos en la 
expresión de estos genes, ni tampoco la sobreexpresión de THRB condujo a la expresión 
constitutiva de ninguno de los genes analizados (Fig. 17b). 
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Figura 17. Niveles de expresión de algunos genes implicados en la función mitocondrial. a) Niveles relativos de 
expresión de algunos genes representativos de componentes de la cadena respiratoria codificados por el núcleo o la 
mitocondria. Los niveles de ARNm se determinaron mediante qRT-PCR en MEFs TP53KO después de 1 ó 3 horas de 
tratamiento con T3 (5 nM) (P≤0,037). b) Comparación entre los niveles de expresión de los mismos genes en MEFs 
TP53KO y ATMKO, después de una hora de tratamiento con T3 (5 nM) (P≤0,0012). Se ha representado el valor medio de 
triplicados experimentales de tres experimentos independientes, el error estándar de la media (S.E.M.) y la significación 
estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001). 
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Estos resultados nos sugerían que las diferencias sustanciales entre dos tipos de MEFs 
tienen su origen en la diferente respuesta de la mitocondria al tratamiento hormonal y a la 
sobreexpresión de THRB. Es bien conocido que las THs regulan el consumo de oxígeno en 
respuesta a la demanda energética de los distintos tejidos. En general, un aumento en los 
niveles de THs estimula la actividad respiratoria mitocondrial, en contraste con los bajos niveles 
de respiración celular observados en el hipotiroidismo. Para determinar si los cambios en la 
expresión génica observados en los MEFs TP53KO conducían a alteraciones funcionales en la 
mitocondria, realizamos un estudio de respirometría de alta resolución en cultivos de células 
intactas en las distintas condiciones experimentales (Fig. 18a,b,c,d). El tratamiento de las 
células controles (vector vacío) con T3 durante 3 horas dio lugar a un aumento significativo en 
los estados respiratorios Cr, CrO y CrU (ver mat&met), y estas diferencias fueron aún mayores 
después de 24 horas de tratamiento. Sin embargo, el ROX que indica la respiración no 
mitocondrial obtenida tras la inhibición secuencial de los complejos I y III de la cadena 
respiratoria, no se vio afectada. Por otra parte, la sobreexpresión de THRB también condujo a 
un aumento del flujo de oxígeno respecto al control (sin alterar el ROX), y el tratamiento de 3 
horas con T3 los incrementó aún más, mientras que tras las 24 horas de incubación con el 
ligando los niveles en los estados respiratorios no se incrementaban, siendo similares a los que 
se obtenían en ausencia de T3. En general, lo cambios más llamativos ocurrían en la 
respiración basal (Cr) y en la desacoplada o máxima capacidad respiratoria (CrU). 
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Figura 18. Estudio de respirometría de alta resolución en células intactas. a, b, c, d) Estados respiratorios (Cr, 
respiración basal (P<0,0001); CrO, respiración tras inhibir con oligomicina (P=0,0011); CrU, respiración tras añadir el 
desacoplante FCCP (P<0,0001); ROX, respiración tras la inhibición secuencial con rotenona y antimicina A obtenidos 
a partir de células intactas de cultivos de MEFs TP53KO que sobreexpresan THRB o no, y tratados con T3 a los 
tiempos indicados. Las mediciones se realizaron por pares, y se realizaron al menos tres mediciones independientes 
por cada condición. Se ha representado el valor medio, la desviación estándar y la significación estadística (P) 
(*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  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3.2. Regulación transcripcional de la mitocondria: efectos de la T3 en la 
expresión de factores de transcripción. Expresión de sistemas detoxificantes. 
 
En la regulación de la expresión génica de los genes importantes para la función 
mitocondrial destacan los factores de transcripción Tfam (que es esencial para la replicación y 
transcripción de genes mitocondriales) y NRF1, así como PPARGC1A (PGC-1α) y PPARG1B 
(PGC-1β) que, como se ha comentado en la introducción, son coactivadores regulados por las 
hormonas tiroideas. Como se muestra en la Fig. 19a, los niveles de ARNm de Tfam 
aumentaron rápidamente en respuesta al tratamiento con T3 y se encontraban elevados 
constitutivamente en las células que expresan TRHB, siguiendo un patrón parecido al 
observado con los genes respiratorios mitocondriales. En cambio, los niveles de ARNm de 
PPARGC1A sólo aumentaron significativamente después de 24 horas de tratamiento con T3 o 
débilmente con la expresión de THRB. Por tanto, la cinética de expresión de PPARGC1A no se 
pudo asociar a las alteraciones de expresión génica tempranas observadas. En cuanto a los 
transcritos de PPARGC1B, NRF1 o NRF2 (datos no mostrados) no encontramos cambios 
significativos a los tiempos de tratamiento hormonal examinados, ni con la expresión de THRB.  
PPARGC1A, por otra parte, es un factor muy importante en la homeostasis de ROS, en 
cuanto que también regula la expresión de enzimas detoxificantes encargadas de eliminar las 
ROS de la célula. En MEFs TP53KO, la expresión de algunos de estos sistemas detoxificantes 
comienza a elevarse, aunque débilmente, a partir de las 3 horas de tratamiento con T3 (Fig. 
19b). Esto sugiere que estas enzimas están probablemente respondiendo a las ROS inducidas 
por la T3 y la expresión de THRB. 
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Figura 19. Niveles de expresión génica de factores importantes para la función mitocondrial y de 
diferentes enzimas detoxificantes de MEFs TP53KO. a) Niveles de ARNm de los factores de transcripción 
Tfam y Nrf1 y de los coactivadores Ppargc1a y Ppargc1b en MEFs TP53KO, que sobreexpresan THRB o no, y 
tratados con hormona durante 1, 3 y 24 horas. b) Niveles de ARNm de algunos componentes de los sistemas 
detoxificantes de ROS (Ucp2, Ucp3, Slc25a4, Sod1, Sod2, Cat, Gpx1) en MEFs TP53KO. Se ha representado el 
valor medio de triplicados experimentales de tres experimentos independientes, el error estándar de la media 
(S.E.M.) y la significación estadística (P) (*=P<0,05, **= P<0,01 y ***= P<0,001).  
 
Se analizan los niveles relativos de expresión en MEFs P53KO transfectados establemente con vector vacío y 
THRβ1, incubados con ligando 5 nM durante 1, 3 y 24 horas. 
Resultados 
 
 103 
3.2.1. El tratamiento con T3 aumenta los niveles de NRF1 y la activación de 
PRKAA en MEFs TP53KO. 
 
NRF1 es un importante regulador de los genes nucleares requeridos para la 
transcripción de proteínas mitocondriales, así como de la transcripción y replicación 
mitocondrial. Es, por tanto, un factor de transcripción esencial para la biogénesis mitocondrial 
(95, 255, 256, 303). Aunque se ha descrito que la transcripción de NRF1 responde 
robustamente a T3 dentro de las primeras seis horas de tratamiento en hígado de ratas 
hipertiroideas e hipotiroideas tratadas con hormonas (298, 314), en nuestro sistema celular, a 
los tiempos examinados, no observamos un aumento de sus transcritos. Por otra parte, NRF1 
está sometido a modificaciones postraduccionales, como fosforilación,  que aumentan su 
estabilidad y su capacidad de unión al ADN (98, 115). Además, se ha descrito en hepatocitos 
de rata que la activación de NRF1 por daño oxidativo está asociada a una translocación del 
citoplasma al núcleo (224). Para determinar la distribución celular de NRF1 y si la hormona 
producía cambios en la misma, examinamos su localización en MEFs mediante microscopía 
confocal antes y después del tratamiento con T3. Como se muestra en la Fig. 20, NRF1 exhibió 
un patrón de expresión principalmente nuclear que no varió en las distintas condiciones 
experimentales ni con el tipo de MEFs evaluado.  
 
 
Figura 20. Localización subcelular de NRF1 en MEFs TP53KO y ATMKO determinada por microscopía 
confocal. Micrografías representativas de la expresión de NRF1 en los cultivos estables generados en MEFs 
TP53KO y ATMKO. El tratamiento hormonal (5 nM) fue de 1 hora. Magnificación de las micrografías: 600X y 
escala de 10 µm.  
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A continuación examinamos la expresión de NRF1 mediante western-blotting a distintos 
tiempos después del tratamiento con T3. Como se muestra en la Fig. 21, el tratamiento con T3 
da lugar a un incremento en la expresión de NRF1 en MEFs TP53KO que comienza a ser 
evidente a partir de 30 minutos. En las células que sobreexpresan THRB, los niveles de NRF1 
que se detectan después de una hora con T3 son aún más elevados que los que se observan 
al mismo tiempo en los cultivos control (vector vacío). Sin embargo, en los cultivos de MEFs 
ATMKO, no observamos diferencias significativas en la expresión de NRF1 a los tiempos de 
incubación indicados.  
En función de los resultados mostrados, este incremento en la expresión de NRF1 en 
MEFs TP53KO inducido por la hormona no se pudo asociar a mecanismos transcripcionales. 
Como se ha comentado anteriormente, NRF1 está sometido a modificaciones postraducionales 
que estabilizan la proteína y aumentan su unión al ADN. Nuestros resultados sugieren que la 
hormona está induciendo la estabilización de la proteína, probablemente a través de 
modificaciones postraduccionales, de una forma dependiente de ATM.   
 
 m
 
 
 La biogénesis mitocondrial está regulada por el estatus energético de la célula a través 
de la acción de PRKAA (AMPK, proteína quinasa activada por AMP) (240, 337). PRKAA se 
estimula alostéricamente por AMP y a continuación se activa mediante fosforilación en la Thr172 
de la subunidad catalítica, α, por quinasas como STK11 (LKB1) o CAMKK (109, 120, 124, 323). 
PRKAA fosforila directamente a PPARGC1A (75) y su activación crónica conduce a activación 
del NRF1 (20). A su vez, PPARGC1A activa la expresión de NRF1 y participa como coactivador 
de los NRFs para activar la transcripción de genes mitocondriales codificados por el núcleo, 
Figura 21. Niveles de expresión de NRF1 en extractos celulares de MEFs TP53KO y ATMKO. a) Análisis de 
NRF1 por western-blotting de extractos de celulares de los cultivos generados en los MEFs TP53KO, tratados 
con hormona a los tiempos indicados. Como control de carga se usó la proteína TUBA1A. b) Análisis de NRF1 
por western-blotting de extractos celulares de los cultivos generados en los MEFs ATMKO, tratados con hormona 
a los tiempos indicados. Como control de carga se usó la proteína TUBA1A.  Se separaron 30 µg de muestra por 
carril de duplicados experimentales en geles SDS-PAGE al 8%. Los valores corresponden a la cuantificación del 
resultado normalizado por TUBA1A (u.a.) 
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como TFAM o citocromo c (136, 259, 303, 329). Por otro lado, se ha descrito que las hormonas 
tiroideas pueden regular la actividad de PRKAA, aumentándola en unos casos e inhibiéndola 
en otros (165, 332).Para determinar si la quinasa PRKAA estaba implicada en nuestros 
sistemas celulares, examinamos su activación después de tratamientos cortos con T3. Como 
se muestra en la Fig. 22, la hormona T3 induce la rápida fosforilación de PRKAA (P-PRKAA) 
en los MEFs TP53KO (vector vacío). En los MEFs TP53KO que sobreexpresan THRB la 
activación de PRKAA es progresiva, comenzando incluso a los 15 minutos de tratamiento con 
T3, y siendo más elevada que en los controles. En cambio, en los MEFs ATMKO, sólo se 
detectaron niveles de activación muy débiles en los controles y algo mayores en las células que 
sobreexpresan THRB, pero muy por debajo a los encontrados en los MEFs TP53KO.  
 Estos resultados nos indicaron que para la activación completa de PRKAA dependiente 
de T3 es necesaria la expresión de ATM. En los MEFs ATMKO, aún pudimos detectar una 
activación débil mediada por la hormona lo que sugiere la existencia de otra vía, independiente 
de ATM, que conduce a la completa activación de PRKAA dependiente de T3.  Como se ha 
comentado anteriormente, ATM es capaz de promover la biogénesis mitocondrial mediante su 
acción directa sobre la subunidad α de la PRKAA, por mecanismos independientes o 
dependientes de STK11, una quinasa por encima de PRKAA (5, 280, 281). Nuestros resultados 
sugieren que esta ruta dependiente de ATM es la que está mediando principalmente los 
cambios de expresión observados en los genes mitocondriales y en la actividad mitocondrial. 
 
 
 
Figura 22. Niveles de expresión de PRKAA y fosfo-PRKAA (P-PRKAA) en extractos celulares de MEFs 
TP53KO y ATMKO. a) Niveles de expresión de PRKAA y su forma activa (P-PRKAA) en los extractos celulares 
de los cultivos generados en los MEFs TP53KO (que sobreexpresan o no THRB), tratados con hormona a los 
tiempos indicados. b) Niveles de expresión de PRKAA y su forma activa (P-PRKAA) en los extractos celulares de 
los cultivos generados en los MEFs TP53KO (que sobreexpresan o no THRB), tratados con hormona a los 
tiempos indicados. Se separaron 30 µg de muestra por carril de duplicados experimentales en geles SDS-PAGE 
al 8%. Los valores corresponden a la cuantificación del resultado normalizado por PRKAA (u.a.). 
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Para comprobar si las quinasas PRKAA y ATM estaban implicadas en la generación de 
daño de origen oxidativo en nuestro sistema celular, realizamos ensayos de 
inmunofluorescencia doble indirecta (8-OH-dG y TP53BP1) . Las células tuvieron un 
tratamiento previo al de la incubación con T3 con Compound C y KU-55933, inhibidores de 
PRKAA y ATM respectivamente, de 2 horas y durante la incubación hormonal (3 horas) (Fig. 
23a).   
 De la misma forma que la incubación con el agente antioxidante NAC, el tratamiento 
previo con estos compuestos produjo una reducción drástica del número de focos de daño que 
contienen ADN oxidado (8-OH-dG y TP53BP1) inducidos por THRB y T3. La cuantificación del 
porcentaje de células con focos demostró que los inhibidores de las quinasas PRKAA y ATM 
reducen de forma significativa el número de células que presentan focos, incluso en las células 
transducidas con el vector vacío (Fig. 23b). 
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Figura 23. Análisis de focos de daño al ADN que contienen 8-OH-dG y TP53BP1, tras el tratamiento con 
los inhibidores de las quinasas PRKAA y ATM (Compound C y KU-55933 respectivamente). a) Micrografías 
representativas de doble inmunofluorescencia (TP53BP1 y 8-OH-dG) en MEFs TP53KO tratados con vehículo, 
Compund C (20 µM) y KU-55933 (15 µM). El tratamiento el vehículo y los inhibidores se inició dos horas antes de 
la incubación con hormona (3 horas, 5 nM). Magnificación de las micrografías 400X y escala de 10 µm. b) 
Cuantificación de focos de daño al ADN que contienen TP53BP1 y 8-OH-dG, en MEFs TP53KO tratados con los 
inhibidores o no (vehículo), antes de la adición de hormona T3 (5 nM) (P<0,0001). Se cuantificaron al menos 200 
células en cada una de las condiciones experimentales. Se ha representado el valor medio de triplicados 
experimentales, la desviación estándar y la significación estadística (P) (***= P<0,001).  
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3.2.2. La hormona T3 induce el reclutamiento de NRF1 a promotores de genes 
importantes para la función mitocondrial.  
  
Las hormonas tiroideas conducen a un aumento en la expresión de genes 
mitocondriales codificados por el núcleo o el genoma mitocondrial, debido principalmente a su 
acción sobre factores de transcripción y coactivadores claves para la biogénesis mitocondrial 
como los mencionados más arriba (PPARGC1A, NRFs, TFAM, etc.). Aunque este mecanismo 
canónico de activación transcripcional de genes mitocondriales se conoce desde hace tiempo, 
sobre todo en hígado y en cerebro, los mecanismos generales de activación todavía no se 
comprenden del todo. Así, no son muchos los genes necesarios para la biogénesis mitocondrial 
que responden a THs. Además, existe una baja conservación de secuencia en los TREs 
presentes en los promotores de estos genes, lo que sugiere que existen mecanismos 
independientes de TREs o eventos secundarios inducidos por la hormona. Nuestros resultados 
apuntan a acciones rápidas de la T3 sobre la mitocondria, dependientes de ATM, y 
probablemente mediadas por PRKAA y NRF1. Para estudiar la acción de la hormona sobre 
genes mitocondriales analizamos, mediante inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), la 
activación de los promotores de dos genes representativos que respondieron a T3 en los 
ensayos de RT-qPCR (Tfam y Uqcrfs1), y la presencia de THRB y NRF1 en los mismos. Cuatro 
parejas de oligonucleótidos fueron diseñados para examinar varios centenares de pares de 
bases del promotor de Tfam. En la Fig. 24a se muestra una ilustración del promotor de Tfam 
donde aparecen las áreas amplificadas por estos oligonucleótidos con respecto al inicio de 
transcripción del gen y que fueron denominadas I, II, III y IV de forma arbitraria. En la Fig. 24b 
podemos observar que la incubación de una hora con T3 da lugar a una activación del 
promotor (detectada como un incremento en la acetilación de la histona 3, Acetil. H3F3A) en 
las áreas más alejadas del inicio de transcripción, más evidente en células que sobreexpresan 
THRB. De forma progresiva, la acetilación de histona 3 (Acetil. H3F3A) se va acentuando 
según nos acercamos a las áreas más cercanas al inicio de transcripción (promotor proximal) y 
es ya muy evidente incluso en los controles (vector vacío) tratados con T3. De forma similar se 
puede observar que la hormona T3 induce el reclutamiento específico de NRF1 y THRB al 
promotor de Tfam. Este reclutamiento es mucho más evidente en el área IV, el más próximo al 
sitio de inicio de la transcripción. Estos cambios observados en MEFs TP53KO no se dan en 
MEFs ATMKO (Fig. 24b, panel derecho), ya que no observamos la acetilación de histonas 
dependiente de T3 en el área IV del promotor de Tfam, ni un reclutamiento significativo de 
NRF1 o THRB.  
  Para comprobar si esto ocurría en otros promotores distintos a Tfam, examinamos el 
promotor de Uqcrfs1, otro gen representativo cuya expresión aumentaba después del 
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tratamiento con T3. Como se observa en la Fig. 24c, el tratamiento de 1 hora con T3 conduce 
a la activación del promotor de Uqcrfs1, sobre todo cuando las células sobreexpresan THRB, 
siguiendo un patrón que recuerda al perfil de expresión encontrado en el experimento 
representado en la Fig. 17b. De nuevo, en MEFs ATMKO el promotor Uqcrfs1 parece 
resistente a la activación inducida por la hormona. De la misma forma, encontramos que tanto 
THRB como NRF1 se reclutaban de forma específica al promotor de Uqcrfs1 de MEFs 
TP53KO, pero que esto no ocurría en MEFs ATMKO.  
 Un modelo emergente de activación transcripcional descrito para algunos receptores 
nucleares como AR, ER y otros factores de transcripción (103, 104, 131) sugiere que durante la 
misma se producen DSBs mediados por la topoisomerasa IIβ y el reclutamiento de proteínas 
de reparación del ADN como PARP1, ATM, DNA-PKcs, etc. Se ha sugerido que la acción de 
estas actividades se requieren para la transcripción eficiente dependiente de esos receptores. 
En nuestro sistema, utilizando dos anticuerpos distintos, no observamos la inmunoprecipitación 
de ATM o su reclutamiento específico en ninguna de las condiciones experimentales. 
 Estos resultados apoyan la idea de que los cambios de expresión tempranos 
observados, las alteraciones en la actividad de la mitocondria y la presencia de ROS y daño 
oxidativo se deben a una activación temprana de promotores de genes respiratorios mediada 
por la T3 y al reclutamiento específico de NRF1 y THRB.  
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Figura 24. Análisis de los promotores de los genes Tfam y Uqcrfs1 mediante ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). a) Ilustración del promotor de Tfam. Se muestran las áreas 
amplificadas (I-IV) por las cuatro parejas de oligonucleótidos diseñados y el inicio de la transcripción del gen. b) 
Resultado del ensayo de ChIP con los diferentes anticuerpos utilizados y las diferentes áreas examinadas del 
promotor de Tfam de MEFs TP53KO (panel izquierdo) y MEFs ATMKO (panel derecho). c) Análisis por ChIP del 
promotor de Uqcrfs1 de MEFs TP53KO y ATMKO. Los resultados mostrados corresponden a un experimento de 
ChIP representativo. Estos ensayos se repitieron dos veces. 
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 1.- El THRB induce senescencia en MEFs normales y deficientes en 
TP53. 
Las THs y otros ligandos para los NRs regulan la proliferación celular, entre otros 
procesos fisiológicos. Aunque las THs son esenciales para el crecimiento de algunos tejidos y 
tipos celulares, en este trabajo mostramos que la respuesta de MEFs al tratamiento con T3 y a 
la sobreexpresión de THRB es la inhibición de la proliferación celular. De igual forma, el 
tratamiento hormonal de células de neuroblastoma, o fibroblastos que expresan THRB, 
conduce a una inhibición de la proliferación (218, 219, 228). Además de inhibir la proliferación 
de estos tipos celulares, los THRs son capaces de bloquear la transformación de fibroblastos 
NIH-3T3 por el oncogén RAS y de inhibir la formación de tumores por estas células en ratones 
desnudos (88, 89). Tanto la inhibición de la proliferación como las acciones del THR en la 
supresión tumoral dependen principalmente de la isoforma THRβ1 (THRB) (9), que además 
retrasa la formación de tumores inducidos por células de carcinoma mamario y 
hepatocarcinoma en ratones y ejerce un potente efecto anti-metástasico (181, 182). 
Otros ligandos para los NRs ejercen efectos similares en células en cultivo. El ácido 
retinoico es capaz de inhibir la proliferación celular robustamente. Además, en el caso de 
ciertas células de neuroblastoma, el tratamiento con el retinoide conduce a la acumulación de 
células con un fenotipo indistinguible del de las células senescentes (67, 307). Por otra parte, 
aunque el papel más comúnmente aceptado del receptor de andrógenos (AR) es promover la 
proliferación y supervivencia de las células del epitelio de la próstata y por lo tanto del cáncer 
de próstata, también se han documentado algunas acciones de este receptor como supresor 
tumoral (204) y muy recientemente en el estudio más completo realizado hasta la fecha, se ha 
podido demostrar que la activación continua del AR conduce a la inducción de senescencia 
celular de forma independiente de TP53 y a través de la generación de ROS (190).   
La senescencia celular se considera como un primer mecanismo de defensa contra la 
transformación celular y la tumorigénesis, De hecho, el número de células senescentes es alto 
en las lesiones pre-cancerosas y disminuye drásticamente durante el curso de la progresión 
maligna (27, 47, 50, 52, 187), y se ha sugerido que la incapacidad de sufrir senescencia es una 
de las propiedades de las células madre tumorales que las hace resistentes a la terapia anti-
tumoral (246). Con todos estos antecedentes nos planteamos estudiar el papel del THRB como 
un posible inductor de senescencia celular, lo que podría contribuir a sus efectos anti-
tumorales.  
Para ello, en primer lugar utilizamos cultivos primarios de MEFs procedentes de ratones 
normales, que después de un número finito de divisiones van acumulando células senescentes 
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hasta dejar de proliferar. El tratamiento de MEFs primarios con T3, a una concentración 
cercana a la fisiológica, dio lugar a una inhibición moderada de la proliferación celular que se 
pudo asociar a un aumento de los niveles de CDKN2A, uno de los principales marcadores de 
senescencia celular. Cuando se analizó el porcentaje de células positivas para la actividad SA-
βgal, se detectó que el número de células senescentes en cada pase fue más elevada tras el 
tratamiento con T3, indicando que la hormona induce una senescencia prematura de los 
cultivos. Ya que los niveles endógenos de THRB en MEFs podrían ser limitantes para una 
máxima inhibición de la proliferación e inducción de senescencia, también analizamos estos 
fenómenos en MEFs transfectados con un vector retroviral para este receptor. La sola 
expresión de THRB condujo a un fuerte bloqueo de la proliferación de los MEFs, que fue aún 
más marcada en presencia de ligando, y lo mismo ocurrió con la expresión de SA-βgal, de 
forma que solamente después de tres pases tras la selección con el antibiótico, una parte 
importante de la población celular era senescente cuando las células que expresaban THRB 
eran incubadas con la hormona. Sorprendentemente, en este y otros ensayos, la expresión de 
THRB tuvo unos efectos notables en ausencia de ligando, indicando que o bien la depleción de 
T3 en el medio de cultivo no es completa, o bien que el receptor vacío cuando se expresa a 
altos niveles tiene efectos constitutivos. La reducción en la proliferación celular y la inducción 
de senescencia inducidas por el THRB son bastante significativas aunque no tan drásticas 
como la provocada por RASVal12, un potente inductor de senescencia celular en MEFs (17, 65, 
180, 261).  
Una respuesta de daño al ADN juega un papel crucial en la inducción de senescencia 
celular (58, 64, 114, 202, 242, 243, 283, 306). De acuerdo con este hecho, la expresión de 
THRB y el tratamiento con T3 dan lugar a la formación de focos de daño al ADN que contienen 
un marcador de DSBs, como TP53BP1. El patrón de expresión y la morfología de estos focos 
fueron similares a los que se observan cuando los mismos cultivos se someten a radiación 
gamma o a estrés oxidativo con H2O2. No obstante, la magnitud del daño observado es 
moderada comparada con la de cultivos sometidos a estos estímulos o a estrés oncogénico por 
RASVal12. En este último caso, encontramos una distribución de TP53BP1 pan-nuclear y unos 
niveles de expresión altos en la mayoría de las células, consistente con un daño replicativo 
severo (87, 107), aunque también pudimos observar un número reducido de células que 
presentaban innumerables focos de un tamaño similar al encontrado en las otras condiciones.  
En el contexto de MEFs inmortalizados THRABKO pudimos corroborar que la isoforma 
que media la inhibición de la proliferación es THRB, en concordancia con los antecedentes 
mencionados más arriba y que además esta isoforma, pero no el THRA, induce senescencia 
celular. Para la inducción de senescencia celular se requiere la expresión de THRB 
transcripcionalmente funcional, ya que mutaciones que alteran su capacidad de unión al ADN, 
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o su interacción con correpresores o coactivadores disminuyen significativamente la inhibición 
proliferativa inducida en presencia de ligando y, paralelamente, la aparición de células 
senescentes. En este contexto celular de nuevo encontramos que la expresión de THRB 
induce la formación de focos de daño al ADN, y el patrón obtenido con los diferentes mutantes 
fue análogo al observado con la inhibición de la proliferación y la inducción de senescencia, lo 
que refuerza la idea de que la aparición de daño tiene un efecto causal sobre la senescencia 
mediada por el receptor. 
Es de remarcar que el THRB sea capaz de inducir senescencia, aunque sea parcial, en 
estas células, que como se ha mencionado son inmortales y no sufren senescencia replicativa 
ni tampoco OIS, ya que la expresión de la forma oncogénica de Ras no solamente no produce 
un arresto proliferativo e induce senescencia, sino que aumenta la proliferación de forma 
significativa. De la misma forma, un shock con H2O2 que es un potente inductor de senescencia 
celular en fibroblastos normales (46), causó sólo un débil aumento de la senescencia celular en 
los fibroblastos THRABKO, que el THRB (pero no el THRA) fue capaz de incrementar de forma 
muy marcada, de forma que bajo estas condiciones oxidativas la mayor parte de la población 
de células que expresan el receptor se convierten en senescentes. 
En función de estos resultados nos planteamos emplear sistemas de MEFs 
inmortalizados para seguir estudiando estas nuevas acciones de THRB. Sin embargo, la 
ausencia del receptor endógeno en los THRABKO impedía evaluar los efectos del tratamiento 
hormonal sin la expresión exógena del receptor, lo que restaba transcendencia fisiológica a los 
resultados. Por ello, decidimos utilizar MEFs TP53KO primarios, también inmortales (108), y 
que expresan THRs endógenamente, y en los que observamos que la exposición continua a T3 
y la expresión de THRB dan lugar a la inhibición proliferativa y a la inducción de senescencia 
celular de forma consistente y significativa, aunque el porcentaje de células senescentes era 
similar al obtenido en los THRABKO, que también carecen de TP53, y más bajo que el 
observado en fibroblastos normales. Estos resultados indican que, al contrario de lo que ocurre 
con la senescencia replicativa o la inducida por estrés en MEFs (11, 58, 62, 72, 311), el THR es 
capaz de sobrepasar, al menos parcialmente, el requerimiento de TP53.  
 2.- El THRB no induce senescencia en MEFs deficientes en ATM. 
ATM es una quinasa imprescindible para la detección de daño genómico y para la 
señalización intracelular que conduce a su reparación (152, 153) y los MEFs deficientes en 
ATM son inmortales (35). Para analizar si ATM jugaba un papel en la senescencia inducida por 
el THRB, estudiamos su efecto en cultivos de MEFS procedentes de ratones ATMKO. De 
forma interesante, y al contrario de lo observado con los fibroblastos deficientes en TP53, la 
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incubación con T3 no indujo parada de la proliferación ni senescencia en ausencia de ATM, a 
pesar de que estos MEFs expresan niveles endógenos de THRB similares a los encontrados 
en los MEFs TP53KO. Más aún, tampoco la expresión exógena de THRB indujo arresto 
proliferativo ni senescencia. Esta falta de efecto la pudimos correlacionar de nuevo con el nivel 
de daño genómico. En efecto, al análisis cuantitativo de focos que contenían TP53BP1 y 
γH2AX, indicó que los cultivos ATMKO mostraban un porcentaje bajo de células que contenían 
estos focos (alrededor del 12%), que no aumentó tras el tratamiento con T3 o la 
sobreexpresión de THRB.  
ATM no sólo se requiere para la inhibición proliferativa y la aparición de senescencia y 
focos de daño al ADN inducidas por la T3 y THRB, sino que también fue imprescindible para la 
activación transcripcional mediada por la hormona en MEFs. Nuestros resultados sugieren, 
además, que ATM podría funcionar como un coactivador para THRB, ya que en experimentos 
de transfección transitoria con un plásmido reportador conteniendo un TRE es capaz de 
aumentar la transactivación dependiente de ligando. Futuros estudios deberán aclarar si como 
ocurre con otros coactivadores existe una interacción directa de THRB con ATM en respuesta a 
la unión de la hormona, o si existen otros mecanismos por los que la quinasa aumenta la 
actividad transcripcional del receptor. 
 3.- El THRB induce DSBs. 
Los DSBs son fuertes inductores de senescencia celular (64, 214). Los resultados de 
este estudio sugieren que la inducción de DSBs y la activación de la respuesta celular a este 
daño son los probables desencadenantes de la aparición de células senescentes tras la 
exposición prolongada a T3 o la sobreexpresión de THRB. La presencia de focos que 
contienen γH2AFX y TP53BP1 denota inequívocamente la presencia de roturas de ADN de 
doble cadena (DSBs). γH2AFX es una variante de la histona 2A que se fosforila cuando se 
produce daño en el ADN y que tiene la función de marcar los sitios de las roturas, a los que se 
recluta (244). TP53BP1, en cambio, está implicada en la reparación de DSBs (216, 235). El 
tratamiento con T3 de MEFs TP53KO y la sobreexpresión de THRB indujeron un aumento 
significativo de la formación de focos que contenían estos dos marcadores de DSBs. La 
incorporación de dUTP-biotina dependiente de transferasa terminal (TdT) nos confirmó la 
existencia de roturas en el ADN en las célula intactas inducidas por el tratamiento con la 
hormona y la expresión de THRB. Las roturas detectadas de esta forma se localizaban 
principalmente en áreas que podrían corresponder a heterocromatina (HC-ADN), tal y como se 
ha sugerido en otros estudios (322). Además, pudimos detectar en extractos celulares la 
activación de proteínas implicadas en la señalización del daño genómico como las proteínas 
CHEK o H2AFX, así como un aumento de los niveles de H3F3A K9 3me un marcador de 
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heterocromatinización característico de las células senescentes (264, 272, 328). Los efectos 
observados en la activación de estas proteínas fueron similares a los que se observaban 
cuando las células eran sometidas a un shock oxidativo mediante H2O2.  
De la misma forma que la T3, el RA a bajas dosis, en la línea celular de cáncer mamario 
MCF-7 o en células de neuroblastoma humano conduce a senescencia celular (67). En estas 
últimas, el tratamiento con RA inhibe robustamente su proliferación y conduce bien a 
diferenciación o bien a senescencia, dependiendo de la expresión diferencial de CDKis (307). 
La exposición prolongada a RA durante siete días produce una expresión alta y sostenida de 
CDKN2C y a la aparición de células senescentes. En ese modelo no se analizó si el retinoide 
inducía una respuesta de daño al ADN, pero nosotros tenemos resultados preliminares en los 
que hemos observado que la incubación de MEFs con RA (concretamente con 9-cis-RA), 
conduce a la aparición de células senescentes y paralelamente a la formación de focos de 
daño al ADN que contienen γH2AFX y TP53BP1 y representan por tanto DSBs. También la 
activación persistente del AR conduce a senescencia celular en células de cáncer de próstata 
(190). En este sistema, la aparición de senescencia celular es independiente de TP53, como en 
nuestro caso, pero sin embargo, no está asociado a la inducción de daño genómico. El 
tratamiento con andrógenos no aumentó el número focos que contienen γH2AFX a diferencia 
de la hormona T3 o la sobreexpresión de THRB en MEFs.  
 4.- La formación de DBSs es consecuencia de daño oxidativo 
secundario a la generación de ROS mitocondriales. 
La formación de DSBs provocada por la T3 o THRB no permitía esclarecer su origen, 
aunque pudimos descartar que se debiera a daño replicativo. Como se ha comentado en la 
introducción, las roturas de cadena simple (SSBs) pueden convertirse espontáneamente en 
DSBs durante el estrés replicativo o también surgir como resultado de su reparación (113). A 
priori, los MEFs TP53KO, debido a la ausencia de TP53, serían más propensos al estrés 
replicativo. Sin embargo, el hecho de que la T3 o THRB no aumentaran la cantidad de células 
doblemente marcadas para  γH2AFX pan-nuclear y CCNA1 junto con el perfil de ADN de los 
cultivos que sobreexpresan THRB,  que mostraba un aumento evidente en la fracción de 
células G0/G1, nos permitían descartar esta posibilidad. De la misma forma, los resultados nos 
permitieron descartar que la incidencia aumentada de DSBs fuera consecuencia de un defecto 
en la capacidad reparadora provocado por la hormona T3 y THRB. En la literatura no existen 
muchos datos sobre la influencia de los THRs en la reparación del ADN. Se ha descrito que, en 
ratones Thra−/−, se produce un retraso en la activación de TP53 en respuesta a irradiación en el 
intestino, donde THRA normalmente se expresa abundantemente (141). Nuestros resultados 
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muestran que la incidencia de DSBs no se debe a interferencia de la hormona T3 o THRB en la 
reparación de DSBs ya que la reducción en el número de células dañadas que fueron 
sometidas a radiación gamma, no fue significativamente diferente entre MEFs normales y 
TP53KO. En cualquier caso, de la misma forma que ocurría con los tratamientos de H2O2, la 
hormona T3 y la sobreexpresión de THRB tienen efectos cooperativos con la radiación y 
afectan negativamente a la supervivencia celular post-radiación. 
Resultados recientes sugieren que la activación transcripcional por los NRs y otros 
factores de transcripción se asocia a la aparición de daño genómico, en concreto DSBs. La 
acción de andrógenos a través del AR viene acompañada de la formación de translocaciones 
cromosómicas en tumores (157). En determinados puntos del genoma el AR es capaz de 
producir DSBs mediante la maquinaria enzimática que es capaz de reclutar (104). Otro ejemplo 
es el ER en células MCF-7, donde el daño genómico provocado tiene un papel en la iniciación 
y progresión de la neoplasia (196). Existe también una evidencia creciente de la asociación 
entre la maquinaria de reparación del ADN y la activación transcripcional dependiente de los 
NRs. Se ha sugerido que para la adecuada activación transcripcional es necesario el 
reclutamiento de algunos componentes de la maquinaria de reparación, como la actividad 
enzimática de la topoisomera IIβ (TOPO2B) (131). Asimismo, la activación del ER por ligando 
conduce al reclutamiento del complejo TOPO2B/PKKDC/XRCC5/XRCC6 en el promotor del 
gen pS2, que rompe el ADN para cambiar su estructura y facilitar el proceso transcripcional y 
también la activación del AR promueve al reclutamiento de tales complejos y a la aparición de 
DSBs (103). 
En nuestro caso, las DSBs inducidas por la T3 y el THRB tienen un origen oxidativo ya 
que i) estos tratamientos aumentan de forma significativa la aparición de la base oxidada 8-OH-
dG, utilizada como biomarcador de daño oxidativo en el ADN; ii) existe una cofocalización 
significativa de 8-OH-dG y TP53BP1 y iii) su número se ve reducido drásticamente tras el 
tratamiento con el antioxidante NAC. Los resultados además nos indicaron que la mayoría del 
daño genómico observado en MEFs tiene el mismo origen, ya que el tratamiento con NAC 
también redujo significativamente el número de focos que contenían TP53BP1 y γH2AFX en las 
condiciones basales. La aparición de daño genómico oxidativo es compatible con los 
resultados en los que demostramos que la hormona y la expresión de THRB aumentaron los 
niveles celulares de GSSG, la forma oxidada de la glutatión. A su vez, esta oxidación parece 
ser consecuencia del aumento de los niveles de ROS que observamos en estas condiciones. 
La mitocondria es la fuente principal de ROS (26, 41, 169, 274, 276) y el aumento de ROS 
parece ser además de origen mitocondrial, ya que tanto la T3 como la expresión de THRB 
aumentaron significativamente la generación de estos radicales en la mitocondria. La inducción 
de daño oxidativo consecuencia de la generación de ROS se corroboró con el hallazgo de un 
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aumento en la expresión de genes que codifican enzimas detoxificantes encargadas de 
eliminar las ROS de la célula.  
Las ROS pueden inducir, entre otras lesiones, la oxidación de bases, sitios abásicos o 
incluso roturas de ADN si el enlace deoxi-ribosa-fosfato es atacado. Si dos ataques de las ROS 
tienen lugar en sitios cercanos, se pueden producir DSBs. La conversión de lesiones oxidativas 
leves a SSBs también pueden conducir espontáneamente a la formación de DSBs. De la 
misma forma, después del procesamiento enzimático de la base dañada durante su reparación 
se pueden producir DSBs o cuando la maquinaria de transcripción se encuentra con la 
maquinaria de reparación de SSBs (34, 55, 59, 162, 194, 331). Las lesiones producidas por 
ROS se reparan principalmente por el sistema de escisión de bases (BER), que implica la 
rotura del enlace N-glicosídico que une la base al esqueleto desoxi-ribosa-fosfato, catalizado 
por ADN glicosilasas. Posteriormente, el sitio AP (apurínico ó apirimidínico) es roto por una AP 
endonucleasa que cataliza la incisión del enlace fosfodiester en posición 5’ al sitio AP. La 
escisión del azúcar se completa con la eliminación del residuo desoxi-ribosa-fosfato por la 
acción de una desoxi-ribosa-fosfodiesterasa que corta el otro enlace fosfodiéster. Finalmente, 
una ADN polimerasa y una ligasa se encargan de rellenar el hueco y unir dos extremos del 
ADN. Sin embargo, si la lesión implica DSBs, la célula utiliza el sistema de NHEJ, que opera 
principalmente en G1/S antes de que la célula haya replicado el ADN, el MMEJ que opera 
durante la fase S y la recombinación homóloga que teóricamente actuaría en S/G2, cuando ya 
hay dos cromátidas hermanas disponibles (61, 185, 325). Por lo tanto, bien de forma directa o 
asociado a su reparación, las ROS pueden producir roturas en el ADN.  
5.- La T3 y el THRB aumentan la expresión de genes 
mitocondriales y el consumo de oxígeno en MEFs. 
Las THs aumentan el consumo de oxígeno mitocondrial y pueden, consecuentemente, 
producir ROS (301, 302). En ratas hipotiroideas el consumo de oxígeno aumenta entre las 24 y 
48 horas después del tratamiento con T3 (287, 288), concomitantemente con aumentos en los 
niveles de expresión de genes responsables de la biogénesis mitocondrial, como los genes 
respiratorios. El incremento en la cantidad de mitocondrias se correlacionaría con el aumento 
de la respiración mitocondrial a esos tiempos (225). Antes, dentro de las seis primeras horas de 
tratamiento algunos coactivadores como PPARGC1A aumentan su expresión, lo que se ha 
relacionado con esos cambios de expresión tardía.  
Nuestros resultados muestran también cambios de expresión significativos en genes 
importantes para la función mitocondrial tras el tratamiento con T3, a tiempos aún más cortos 
que los analizados previamente in vivo. Entre ellos se encuentran aumentos en los transcritos 
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de diferentes genes de la cadena respiratoria, incluyendo tanto genes codificados en el núcleo 
como en la mitocondria, así como de Tfam, un factor de transcripción que juega un papel 
crucial en la transcripción de genes mitocondriales. Sin embargo, estos cambios tempranos no 
se pudieron asociar a un aumento en PPARGC1A, ya que su ARNm sólo aumentó 
significativamente más tardíamente. Esto parece indicar que los niveles del coactivador no son 
limitantes para la expresión temprana de los genes mitocondriales inducidas por T3 o THRB, 
aunque su inducción si podría ser requerida en etapas más tardías. Por otra parte, no podemos 
descartar que sin existir cambios en los niveles de ARNm del coactivador, sus niveles de 
proteína o su activación (p.ej. por fosforilación) no se incrementen rápidamente en respuesta a 
la hormona. 
Tampoco los niveles de ARNm de NRF1, otro factor de transcripción esencial en la 
transcripción y biogénesis mitocondrial respondieron a T3, aunque en otros sistemas celulares 
se ha descrito que se inducen robustamente dentro de un período de seis horas (25,28). Sin 
embargo, sí observamos cambios tempranos en los niveles de proteína NRF1 en respuesta a 
la T3 y niveles más altos en las células que expresan el receptor. Ya que su ARNm no variaba, 
el aumento en la expresión de NRF1 mediado por la T3 señala la existencia de un mecanismo 
post-transcripcional, probablemente debido a la estabilización de la proteína a través de 
modificaciones postraduccionales. Por otra parte, en hepatocitos de rata se ha descrito que el 
NRF1 es mayoritariamente citoplásmico y que se activa y se transporta al núcleo en respuesta 
a estímulos como la activación de la PIK3CA (48). Sin embargo, en nuestro sistema no 
observamos cambios en la localización subcelular de NRF1 después del tratamiento con T3, ya 
que su expresión en MEFs es ya mayoritariamente nuclear en todas las condiciones 
experimentales examinadas.  
El NRF1 es una fosfoproteína, cuya fosforilación aumenta su capacidad de unión al 
ADN (20). Existen varias quinasas candidatas a fosforilar NRF1 in vivo y entre ella se 
encuentra la PRKAA, ya que su activación crónica produce activación de NRF1, aumento de la 
unión a su sitio de reconocimiento en el ADN y biogénesis mitocondrial (20). Esta quinasa es 
además un regulador clave de la biogénesis mitocondrial, ya que aparte de la posible 
activación directa de NRF1, también activa directamente a PPARGC1A (75). Por otra parte, 
también se ha descrito una activación temprana de PKRAA por la T3 en el hipotálamo (332). 
Por ello, examinamos si la T3 o el THRB eran capaces de activar la PKRAA en MEFs y 
observamos que, en efecto, sus niveles de fosforilación aumentaban de forma rápida tras el 
tratamiento con la hormona. Que esta activación es importante en la aparición de daño 
genómico en respuesta a T3 y THRB se demostró con el uso del Compound C, un inhibidor 
específico de esta quinasa, ya que la formación de focos de daño al ADN se redujo de forma 
drástica en las células en las que se inhibió la actividad de la PKAA. 
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El mecanismo de activación de la actividad mitocondrial por la T3 y THRB que opera en 
MEFs, según nuestros resultados, es un mecanismo rápido de estimulación transcripcional que 
se acompaña de la remodelación de la cromatina detectada por el aumento de la acetilación de 
histonas y del reclutamiento de NRF1 y el THRB al promotor proximal de genes importantes 
para la función mitocondrial como Tfam o Uqcfrs1. El aumento del reclutamiento de NRF1 a los 
promotores podría ser un reflejo únicamente de los mayores niveles del factor observados tras 
el tratamiento con T3, pero también podría reflejar una mayor fosforilación, que podría ser 
mediada por la activación de la PKRAA, o incluso ser consecuencia de una interacción directa 
con el THRB, o con el complejo transcripcional que se ensambla en el promotor, que lo atraería 
a su sitio de unión. Los experimentos realizados tampoco permiten descartar la posibilidad de 
que sea la unión de THRB al promotor el evento primario, y que el cambio en la estructura de la 
cromatina permita la unión de NRF1 y la activación transcripcional de los genes mitocondriales. 
La activación rápida de los promotores de los genes mitocondriales, algunos asociados 
a la respiración, conduciría a cambios en la actividad mitocondrial. Esto lo hemos comprobado 
experimentalmente en estudios de la actividad mitocondrial en células intactas como refleja el 
aumento en el consumo de O2 en los diferentes estados respiratorios, ya a tiempos cortos de 
incubación con T3 o con la expresión de THRB. Estos parámetros son indicativos de un 
aumento en la respiración mitocondrial y del acoplamiento mitocondrial, reflejando un súbito 
incremento en la actividad mitocondrial que recuerda a la que ocurre durante la biogénesis 
mitocondrial. Estos cambios tempranos en la actividad mitocondrial conducirían a un 
incremento de la ROS mitocondriales, tal y como se ha descrito que ocurre a tiempos más 
tardíos (24-48 horas) tras el tratamiento de ratas hipotiroideas durante la biogénesis 
mitocondrial (225). 
 El mecanismo de acción de la T3 y el THRB para la activación de la función mitocondrial 
en MEFs implica también la participación de ATM. Se ha descrito que ATM es capaz de 
promover la biogénesis mitocondrial mediante su acción directa sobre la subunidad α de la 
PRKAA, a la que fosforila (5, 280, 281). Nuestros datos indican que ATM también participa en 
la inducción de la fosforilación de PRKAA por T3, ya que la activación de esta quinasa por la 
hormona se encuentra significativamente disminuida en los MEFs ATMKO. También se ha 
descrito que para la activación transcripcional por los receptores nucleares y otros factores de 
transcripción, ATM puede reclutarse a la cromatina junto a otros componentes de la maquinaria 
de reparación del ADN, como XCC6, XRCC5, PARP1, o TOPO2B (103, 104, 131, 157, 176, 
184, 195, 220, 321). Nuestros experimentos de ChIP no han permitido demostrar este último 
mecanismo, ya que no pudimos detectar la presencia de ATM en cromatina en ninguna 
condición experimental, al menos al tiempo de estimulación analizado. Sin embargo, si hemos 
observado que ATM es necesaria tanto para el reclutamiento de NRF1 a los promotores 
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mitocondriales, como para la inducción de la transcripción de los genes de la cadena 
respiratoria, factores de transcripción y coactivadores como PPARGC1A. En conjunto, nuestros 
resultados sugieren que la ruta de activación de PRKAA dependiente de ATM es la que está 
mediando principalmente los cambios observados en los genes mitocondriales y la actividad 
mitocondrial. Tampoco podemos descartar una interacción entre THRB y ATM que apoye una 
función de ATM como corregulador de los THRs. 
 En la Fig. 1, mostramos una ilustración que recoge la hipótesis de trabajo que se 
desprende de los resultados. 
 
Figura 1. Ilustración de las hipótesis que proponemos en este trabajo. Un elemento clave en la 
regulación de la biogénesis mitocondrial es PRKAA. La activación de PRKAA conduce a la activación de varios 
factores clave en este proceso como NRF1 y la consecuente activación de los genes mitocondriales. En este trabajo 
proponemos que en MEFs tiene lugar una activación rápida de este proceso en respuesta a la unión de la T3 al 
THRB, a través de la fosforilación de PRKAA, que da lugar a la activación y reclutamiento de al menos NRF1 a 
promotores de genes mitocondriales importantes, entre ellos Tfam, un factor de transcripción crucial para la 
expresión génica en este orgánulo. La ruta de activación mitocondrial por la T3 requiere ATM, ya que, en ausencia 
de ésta la activación de PRKAA es muy débil, no hay reclutamiento de NRF1 a los promotores mitocondriales, ni 
aumento de la transcripción de genes mitocondriales por la hormona y el receptor. Los cambios en la actividad 
mitocondrial conducen a la producción de ROS, que causaría roturas de doble cadena en el ADN y conduciría a la 
senescencia celular. Las ROS y el daño genómico a su vez, pueden activar ATM. En este trabajo no descartamos la 
posible interacción de THRB con ATM ni la activación directa de NRF1 por ATM. 
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 6.- El hipertiroidismo causa daño al ADN en tejidos de ratón in 
vivo. 
El daño oxidativo causado por las ROS durante el metabolismo normal de la célula, 
puede contribuir a la inestabilidad cromosómica, carcinogénesis e incluso a senescencia celular 
como hemos mostrado en este estudio. Nuestros resultados sugieren que el proceso de 
inducción de estrés oxidativo, daño genómico y eventualmente senescencia celular son los 
responsables en parte, de las nuevas acciones del THRB como supresor tumoral.  
Por otra parte, en la literatura se ha documentado la aparición de daño oxidativo en 
proteínas, lípidos y ADN en distintos órganos de animales hipertiroideos (147, 212, 285). Los 
órganos diana que presentan este daño muestran una actividad metabólica elevada y altos 
niveles de expresión de los THRs (147, 212, 285). Por otra parte, en pacientes hipotiroideos se 
ha observado que el tratamiento con hormonas tiroideas induce estrés oxidativo en hígado, 
corazón y músculo esquelético (73, 301) como consecuencia del incremento del metabolismo 
oxidativo asociado a la actividad COX (299) y a cambios en la expresión de NRF1 y 2 y 
PPARGC1A (300). 
Una de las características clínicas del hipertiroidismo es el daño tisular hepático (178) y 
data del 1874 (102). Se sabe que esto ocurre en más de la mitad de los pacientes 
hipertiroideos. Este daño se caracteriza por presentar hígado graso, vacuolización 
citoplasmática, irregularidad nuclear e hipercromatismo en hepatocitos (295). Además, se 
producen cambios funcionales y estructurales en las mitocondrias. Éstas incrementan su masa 
y también forman megamitocondrias en estos pacientes, lo que también se ha observado en 
animales de experimentación (132, 138).  
Los datos presentados en este trabajo sugieren que este daño hepático tan extenso 
asociado al hipertiroidismo podría estar relacionado con el estrés oxidativo inducido por la 
unión de la hormona al THRB. Por primera vez demostramos la formación de focos de γH2AFX 
en ratones hipertiroideos, eligiendo como órganos a estudiar el hígado y el riñón, que son dos 
importantes tejidos diana de estas hormonas y que expresan THRB (147, 215). Los datos 
obtenidos demostraron que los THRs endógenos son capaces de mediar un efecto importante 
sobre el daño al ADN en esta condición, sugiriendo que esta respuesta podría participar en las 
alteraciones patológicas observadas en el hipertiroidismo. También in vivo pudimos comprobar 
que las THs generan daño oxidativo del ADN, ya que inducen la aparición de la base oxidada 
8-OH-dG. Estos resultados indican la posible importancia fisiopatológica de la función del 
THRB como inductor de estrés oxidativo y daño al ADN. Sin embargo, en estos tejidos no 
pudimos detectar la presencia de células senescentes expresando actividad SA-βgal. Aunque 
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no podemos descartar que deficiencias técnicas no hayan permitido esta detección, es posible 
que en los animales jóvenes utilizados en este estudio las THs no sean capaces de inducir una 
senescencia prematura, que quizás pudiera observarse durante el envejecimiento, lo que nos 
anima a la realización de futuros estudios en edades superiores.   
  
    Conclusiones 
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CONCLUSIONES  
1. El tratamiento prolongado con la hormona T3 y/o la sobreexpresión del THRB, pero no de 
THRA, inducen el fenómeno de senescencia celular en MEFs de forma independiente de 
la expresión del gen supresor de tumores TP53, pero dependiente de ATM. 
2. La inducción de senescencia es concomitante con la aparición de focos de daño en el 
ADN, indicativa de roturas de doble cadena, que no es debida a la inhibición de la 
capacidad reparadora del daño genómico de la célula.  
3. El daño genómico es secundario a la generación de especies reactivas de oxígeno, de 
origen mitocondrial, que  producen daño oxidativo en el ADN.  
4. La unión de la T3 al THRB causa un incremento temprano en la expresión de genes de la 
cadena respiratoria y un aumento del consumo de oxígeno en células intactas, que sería el 
origen de las especies reactivas de oxígeno.  
5. La rápida activación transcripcional por T3 de los genes reguladores de la función 
mitocondrial se relaciona con la remodelación de la cromatina y con el reclutamiento 
receptor y del factor de transcripción NRF1 a sus promotores.   
6. El tratamiento con hormona T3 y/o la sobreexpresión del THRB conducen a un aumento 
postranscripcional de los niveles del factor de transcripción NRF1, probablemente mediado 
por la activación de la quinasa AMPK. 
7. La actividad AMPK parece también necesaria para la inducción de daño al ADN por la 
hormona y el THRB 
8. La regulación de la actividad mitocondrial mediada por la hormona, la generación de ROS 
y la aparición de daño genómico en MEFs, requiere la expresión de ATM. 
9. ATM parece ser necesaria, al menos, para la estabilización de NRF1 y su reclutamiento a 
los genes mitocondriales en respuesta a T3, aunque también podría actuar como 
coactivador transcripcional para THRB. 
10. El hipertiroidismo conduce a la aparición de daño genómico de origen oxidativo in vivo, en 
órganos como el hígado y el riñón.  
  
 En resumen, los resultados de esta Tesis muestran que la hormona T3 y el receptor 
THRB inducen la aparición de daño en el ADN, de origen oxidativo, producto de una alteración 
de la actividad mitocondrial. Probablemente, la persistencia del daño infligido en el ADN, 
conduce a la aparición de células senescentes, incluso en la ausencia de TP53. Estas nuevas 
actividades del THRB podrían explicar, en parte, su función como gen supresor de tumores y 
abrirían la posibilidad de crear terapias antitumorales basadas en estos receptores nucleares. 
Además, los resultados sugieren que el daño tisular hepático asociado a la condición 
hipertiroidea podría estar relacionado con el estrés oxidativo y daño al ADN.  
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The thyroid hormone receptors, encoded by the TRa and
TRb genes, are ligand-dependent transcription factors
that belong to the nuclear receptor superfamily. In
addition to the role of these receptors in growth, de-
velopment andmetabolism, there is increasing evidence
that they also inhibit transformation and act as tumor
suppressors. Aberrant TR action, as well as receptor
silencing, are common events in human cancer, and
TRs also have an important role in tumor progression
in experimental animal models, suggesting that these
receptors constitute a novel therapeutic target in cancer.
This review highlights recent studies on mechanisms by
which loss of expression and/or function of these recep-
tors results in a selective advantage for cellular trans-
formation, tumor development and metastatic growth.
The thyroid hormone receptors
The thyroid hormones are important regulators of growth,
development and metabolism. The actions of the thyroid
hormones (thyroxine, T4 and triiodothyronine, T3) are
initiated by binding to nuclear receptors (TRs), the cellular
counterparts of the retroviral v-erbA oncogene, which act as
ligand-dependent transcription factors [1]. TRs are encoded
by two genes, a and b, located in human chromosomes 17
and 3, respectively, that give rise to different receptor iso-
forms. The major isoforms TRb1, TRb2 and TRa1 are bona
fide receptors that bindhormonewith high affinity, whereas
TRa2 is unable to bind ligand and acts as a dominant-
negative, blocking TR-mediated transcription [2].
TRs,aswellasothernuclearhormonereceptors,displaya
modular structurewith several regions: aN-terminal region
(A/B), a conserved DNA-binding domain (DBD) or region C
composed of two zinc fingers responsible for DNA binding
and sequence-specific recognition, a linker region D that
contains residues essential for interactionwith corepressors
and a conserved E region that contains the ligand binding
domain (LBD) and is responsible for dimerization [3].
TRs normally act by binding, generally as heterodimers
with the retinoid X receptor (RXR), to DNA-response
elements (TREs) located in regulatory regions of target
genes (Figure 1). Unliganded TRs can act as strong con-
stitutive repressors when bound to TREs due to their
association with corepressors, such as NCoR (nuclear re-
ceptor corepressor) or SMRT (silencingmediator of retinoic
and thyroid receptor) [4,5]. NCoR and SMRT are large
modular proteins that serve as platforms for the formation
of multicomponent repressor complexes that contain
histone deacetylases and cause chromatin compactation.
Upon ligand binding the receptors undergo a conformation-
al change [6] that allows the sequential recruitment of
multiple coactivator complexes. Some of these proteins are
chromatin-remodeling factors or possess histonemodifying
activity, whereas others might interact directly with the
basic transcriptional machinery [7]. Recruitment of coac-
tivator complexes to the target promoter causes chromatin
decompactation and transcriptional activation. Both the
receptors and their coregulators are targets of diverse post-
translational modifications in response to external stimuli
that influence their activity and modulate receptor-de-
pendent gene expression [8] (Figure 1).
In addition to stimulating transcription, TRs also
repress gene expression in a ligand-dependent manner.
In some cases, hormone-dependent repression requires
binding to negative TREs (nTREs). A rather common
finding is that the unoccupied receptor increases transcrip-
tion on nTREs, and ligand binding to TR reverses this
stimulation. Although the properties of nTREs are not
totally understood, corepressors and deacetylase activity
are involved in ligand-dependent negative regulation [9].
Nuclear receptors can also modulate gene expression
independent of DNA binding [7]. Thus, they can alter
expression of genes that do not contain a hormone response
element throughpositive ornegative interferencewithother
transcription factors and signaling pathways, a mechanism
generally referred to as ‘‘transcriptional crosstalk’’. For
example,TRs cannegatively regulate target genepromoters
that carry AP-1 (activator protein-1) or CRE (cAMP
response element) sites. The receptors do not bind to these
DNA elements themselves, but can be tethered to the pro-
moter through protein–protein interactions [10,11].
Lastly, nuclear receptor ligands can elicit rapid
responses, also called ‘‘non-genomic’’ or ‘‘non-genotropic’’,
which are not blocked by inhibitors of transcription or
translation. These rapid actions could be mediated by a
fraction of membrane-associated nuclear receptors, or by
occupancy of a membrane receptor coupled through appro-
priate second-messenger systems to generate a biological
response (Figure 1). Through these ‘‘non-genomic’’ mech-
anisms thyroid hormones could regulate the activity of
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) or phosphoi-
nositol-3-kinase (PI3K), or induce Ca2+ mobilization to
provoke cellular effects [12–17].
The v-erbA oncogene
The avian erythroblastosis virus (AEV) is an acute leuke-
mogenic retrovirus that causes erythroleukemia and sar-
coma in chickens. AEV encodes an oncogenic variant of the
TRa gene that was fused to the viral gag gene during the
Review
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genesis of AEV to give the v-erbA oncogene, and a second
oncoprotein, v-ErbB, a mutated constitutively active re-
ceptor for epidermal growth factor. v-ErbA has no trans-
formation capacity on its own, unless expressed at high
levels, but it leads to a much more severe leukemic phe-
notype than v-ErbB alone [18]. In addition, the expression
of v-ErbA alone is sufficient to efficiently arrest terminal
differentiation of erythroid precursor cells and to cause an
increased rate of proliferation [18].
In comparison with TRa, v-erbA contains N- and
C-terminal deletions and 13 amino acid substitutions
located in the DBD and LBD. Although v-ErbA has the
capacity to bind corepressors, these mutations alter the
specificity of DNA-binding, impair the ability of v-ErbA
to dimerize with RXR, and abolish ligand binding,
recruitment of coactivators and ligand-dependent tran-
scriptional activation [19].
It has been suggested that the mutations acquired by v-
erbA might be responsible for its oncogenicity by altering
gene transcription [20], but the mechanism by which v-
ErbA is oncogenic is not totally understood. It was initially
shown that v-ErbA acts as a constitutive dominant repres-
sor of transcription of genes regulated by TR (and also by
the retinoic acid receptor, RAR), which is possibly involved
in the differentiation program of the cell [18]. More recent
results suggest that v-ErbA alsomodulates transcription of
target genes that are neither under the control of TR or
RAR, nor affected by the differentiation process, and could
play a relevant role in transformation. Many v-ErbA
repressed target genes are involved in two main cellular
functions: chromatin structure/transcriptional regulation
and protein metabolism, whereas genes for which expres-
sion is upregulated by v-ErbA are fewer and are involved in
a greater variety of functions, such as sodium–calcium
exchange, chaperone activity, nuclear transport and others
[21].
v-ErbA was believed to antagonize TR function merely
through competition for response elements and/or coregu-
lators [22]. However, its altered nuclear export capabilities
couldalso contribute to itsdominant-negativeandoncogenic
properties [23]. Indeed, v-ErbA can dimerize with either
TRa or RXR in the nucleus and transport them to sequester
a significant fractionof thesereceptors in the cytoplasm[24].
v-ErbA transforms avian erythroid progenitors by
blocking their differentiation. In these cells, v-ErbA modu-
lates the activity of signaling pathways involved in
proliferation and differentiation. v-ErbA cooperates with
the constitutively active v-ErbB or with ligand-activated
c-ErbB or c-Kit to arrest differentiation and to induce
leukemia [18]. Furthermore, cells expressing v-ErbA pro-
liferate in the complete absence of TGF-b, a transforming
growth factor that controls the self-renewal of erythroid
progenitors. v-ErbA could modulate the TGF-b response of
erythroid progenitors by deregulating the mTOR/p70S6K
pathway, and this deregulation could play an important
part in the transformation process because TGF-b acti-
vation significantly interferes with the erythroid differen-
tiation program [25].
TR mutations in human cancer
There is increasing evidence that reduced TR expression
and/or alterations in TR genes are common events in
Figure 1. Mechanism of thyroid hormone receptor action. (i) Thyroid hormones, thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3) enter the cell through transporter proteins.
Although the major form of thyroid hormone in the blood is T4, it is converted to the more active hormone T3 within cells by 50-deiodinases. (ii) T3 binds to nuclear thyroid
hormone receptors (TRs) that regulate transcription by binding, generally as heterodimers with the retinoid X receptor (RXR), to thyroid hormone response elements (TREs)
located in regulatory regions of target genes. Activity is regulated by an exchange of corepressor (CoR) and coactivator (CoA) complexes. (iii) Receptor activity is also
modulated by hormones and growth factors that stimulate diverse signal transduction pathways. Both receptors and coregulators are targets for phosphorylation (P) as
well as for modifications, such as acetylation (Ac), methylation (Me), ubiquitination (Ub) or sumoylation (Su), that regulate their activity, levels or localization. (iv) Binding of
T3 to a subpopulation of receptors located outside the nuclei can also elicit a response; through interaction with adaptor proteins, rapid ‘‘non-genomic’’ effects lead to
stimulation of kinase pathways. (v) T4 can also bind to putative membrane receptors, such as integrin aVb3, inducing mitogen activated protein kinase (MAPK) activity.
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human cancer (Box 1). These alterations, comprehensively
reviewed in Ref. [26], include loss of heterozygosity, gene
rearrangements, promoter methylation, aberrant splicing
and point mutations. Many tumors, including lung, breast,
head and neck, melanoma, renal, uterine, ovarian and
testicular tumors, present high frequencies of somatic
deletions in chromosome 3p where TRb lies. The TRa locus
also undergoes frequent loss of heterozygosity in breast
cancer, and rearrangement of the TRa gene occurs in
breast and gastric cancer as well as leukemia. Besides
large chromosomal defects, altered expression and small
mutations in TR genes have also been reported, although
the existence of ‘‘hot spot’’ areas for mutations in specific
cell types is not clear. In particular, TRb mutations are
frequent in breast cancers, biallelic inactivation of this
gene by promoter methylation is found in early stage
breast cancer, and altered expression and anomalous sub-
cellular localization of both TRa and TRb has been found in
these tumors [27]. Aberrant TRs have also been found in
more than 70% of human hepatocellular carcinomas, and
these mutant receptors have been shown to act as domi-
nant-negative inhibitors of wild-type TR activity [28]. TRb
also appears to play a role in the development and pro-
gression of colorectal cancer [29]. The tendency for TRb
expression to disappear as malignancies progress suggests
that TRb can act as a tumor suppressor in human cancers;
therefore, loss of expression and/or function of this receptor
could result in cell transformation and tumor development.
Role of TRs in cellular transformation, tumorigenesis
and metastasis
Although thyroid hormones stimulate proliferation of nor-
mal hepatocytes, administration of T3 or the TRb agonist
GC-1 induces regression of carcinogen-induced hepatic
nodules and reduces the incidence of hepatocarcinoma
and lung metastasis in rats [30–32]. The finding that this
inhibitory effect occurs in spite of a strong mitogenic action
of T3 in the liver shows that enhanced cell proliferation is
not sufficient for the progression to hepatocarcinoma [33]
and suggests that TR-mediated mitogenic activity might
be followed by a process of differentiation [31,32]. In con-
trast to the mitogenic effect of thyroid hormones in the
liver, in hepatocarcinoma cells transfected with TR, T3
downregulates expression of pituitary tumor-transforming
1 (PTTG1), a critical mitotic checkpoint protein [34], and a
TGF-b neutralizing antibody can reverse the inhibitory
effect of T3 on cell growth [2], suggesting that this TGF is
required for the anticarcinogenic action of T3. As stated
above, somatic mutations in both TRa and TRb genes are
present with high frequency in human hepatocarcinomas.
These dominant-negative TR mutants present alterations
in DNA recognition and in the relative affinity for the
SMRT versus NCoR corepressors. Furthermore, whereas
wild-type TRs interfere with c-Jun/AP-1 function and sup-
press anchorage independent growth, these mutants do
not present these suppressive effects [28]. Although the
precise contributions of mutant TRs to oncogenesis remain
incompletely understood, their high frequency in these
neoplasias suggests that they might represent a mean-
ingful target for liver cancer therapy.
Our group has demonstrated the existence of crosstalk
between TRs and the Ras signaling pathways initiated by
the ras oncogene. Ras oncoproteins act as pivotal mediators
of membrane signals by transferring information to the
nucleus; activating mutations in ras are present in at least
30% of human tumors [35]. InN2a neuroblastoma cells that
express TRb1 (N2a-b cells), T3 coordinately regulates
expression of several genes that play a key role in cell cycle
control, among themc-myc, cyclin kinase inhibitors or cyclin
D1 [36,37]. In these cells, T3 blocks oncogenic ras-mediated
proliferation and antagonizes transcriptional induction of
cyclin D1. Cyclin D1 plays an important role in cell cycle
progression and is one of the main targets for the prolif-
erative and transforming effects of the ras oncogene. TRs
block Cyclin D1 induction by interfering with the activity of
the Ras/MAPK/ribosomal S6 kinase (Rsk) pathway and
CRE-mediated transcription [38]. TRb1 also impairs fibro-
blastproliferationandrepressesAP-1activationofcyclinD1
transcription by inhibiting c-Jun expression and recruit-
ment to its promoter binding sites [39]. Interestingly, cyclin
D1 is one of the earliest genes upregulated following T3
treatment in liver [40,41] and in pituitary GC cells [42] in
which the hormone induces mitogenic effects instead of
reducing proliferation.
TRs not only antagonize ras-induced proliferation but
more importantly they are able to block fibroblast trans-
formation by both ras and v-src [38]. Furthermore, both
TRa and TRb act as suppressors of tumor formation by the
ras oncogene in nude mice, suggesting that TRs play a
relevant role as suppressors of ras-dependent tumors.
Although both isoforms suppress tumor growth, TRb
appears to have stronger antitumorigenic effects [38].
To analyze the role of TRs in tumor progression and
metastatic growth, we re-expressed TRb1 in hepatocarci-
noma and breast cancer cell lines that had lost receptor
Box 1. Hypothyroidism and cancer
In contrast with the role of TRs as tumor suppressors, no
unequivocal association between thyroidal status and human
cancer has been demonstrated. It has been suggested that
hypothyroidism might be a possible risk factor for liver cancer
[65], but the connection between thyroid disorders and the
pathogenesis of human breast cancer is a controversial issue.
Beatson proposed the use of thyroid extracts for breast cancer
treatment more than a century ago [66], and hypothyroidism has
been described to be frequently found in cancer patients and
associated with poor response to therapy (see references in Ref.
[67]), whereas a more recent study reports that hypothyroid patients
have a reduced incidence of primary breast carcinoma and a
reduced risk of developing invasive disease [68]. Hypothyroidism
also appears to be clinically favorable in patients with glioblastoma
multiforme, because treatment with the antithyroid drug pro-
pylthiouracil in combination with tamoxifen increases survival
[69]. However, these effects could be secondary to the important
metabolic changes associated with hypothyroidism rather than to
direct binding of the thyroid hormones to TRs in the tumor cells, as
they often present inactivating mutations. This is also suggested by
the finding that tumor development by ras-transformed fibroblasts,
which do not express the receptor, is retarded in hypothyroid nude
mice [38]. Alternatively, thyroid hormones could act on cells
through a TR-independent mechanism. For example, it has been
reported that direct binding of thyroid hormone (mainly T4) to the
integrin aVb3 receptor leads to MAPK (ERK1/2) activation and
downstream events that cause thyroid hormone-induced angiogen-
esis and in vitro growth of glioma and breast cancer cells [16].
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expression [43]. This reintroduction retards tumor growth,
causes partialmesenchymal to epithelial cell transition and
has a striking inhibitory effect on invasiveness, extravasa-
tion and metastasis formation in nude mice. In cultured
hepatocarcinoma and breast cancer cells, TRb1 abolishes
anchorage-independent growth andmigration, disrupts the
mitogenic action of growth factors by suppressing activation
of MAPK and PI3K signaling pathways that are crucial for
cell proliferation and invasiveness, and represses expres-
sion of genes, including growth factor receptors, chemokine
receptors, c-met, cyclooxygenase 2 (cox2), inhibitor of differ-
entiation 1 (Id1), or metalloproteases that are relevant for
metastatic progression and bad prognosis in patients [44–
47]. That endogenous TRs play a role in progression of
benign tumors to invasive carcinomas is shown by the
distinct response ofwild-type andTRknockoutmice lacking
TRa andTRb to a skin carcinogenesis protocol. TRknockout
mice develop a lower number of tumors than controls,
whereas tumor growth at late stages is significantly faster
in animals devoid of the receptors [43]. Histopathologic
evaluation of late stage skin tumors from thesemice reveals
that in contrast to the well-differentiated papillomas found
in control mice, half of the tumors in TR knockout mice are
either in situ or squamous cell carcinomas. These results
show that TRs suppress malignant progression in this
model of epithelial carcinogenesis and indicate again that
these receptors can have divergent effects on cell prolifer-
ation and tumor aggressiveness.
A mouse model for follicular thyroid cancer and
pituitary adenomas
Thyroid cancer constitutes the most frequent endocrine
neoplasia. Early reports showed that TRb mRNA levels
were decreased in thyroid cancer but not in benign lesions
[48]; also, a high frequency of mutations in papillary
thyroid cancer [49] were found, suggesting a tumor sup-
pressor role of TRb in endocrine neoplasia. More recent
work has confirmed reduced TRb mRNA expression but
has reported that TRbmutations are rare events in spora-
dic thyroid tumors [50]. The study of the role of TRb
mutations in thyroid cancer has been addressed in vivo
by generation of a knockin mouse model harboring a C-
terminal 14 amino acid frameshift mutation (PVmutation)
[51]. This mutant receptor, initially identified in a patient
with thyroid hormone resistance (RTH) syndrome, has
reduced or no T3-binding affinity or TR transcriptional
activity and exhibits a strong dominant-negative effect. In
humans, RTH is not associated with a higher cancer
incidence [26]. However, RTH patients are heterozygous
for the mutated allele, so it is possible that loss of function
of both TRb alleles is required for carcinoma progression.
This is supported by the finding that TRbPV/PV (but not
TRbPV/+) mice develop follicular thyroid carcinoma similar
to human thyroid cancer, with progression from hyperpla-
sia to vascular invasion, capsular invasion, anaplasia and
metastasis [51]. It should be mentioned that this knockin
mouse model is unique because, as mentioned above, TR
mutations are rarely seen in human thyroid carcinomas
[50].
Gene profiling indicates that complex alterations of
multiple signaling pathways induced by TRbPV could con-
tribute to thyroid carcinogenesis. Because proteasomal
degradation of PTTG1 is regulated by the liganded TRb,
PTTG1 levels are high in the thyroid tumors of TRbPV/PV
mice, leading to mitotic abnormalities [52]. b-catenin,
which plays a critical role in oncogenesis, is also highly
elevated in these tumors, representing another activating
mechanism potentially contributing to thyroid carcinogen-
esis [53]. The PI3K–AKT signaling pathway is activated in
thyroid tumors of TRbPV/PVmice [54], and treatmentwith a
PI3K inhibitor delays tumor progression and blocks meta-
static growth [55]. Activation of the PI3K pathway appears
to be mediated by a non-genomic action of TRbPV that
involves a direct interaction of the mutant receptor with
the p85a regulatory subunit that increases the catalytic
activity of the p110 subunit [13]. Furthermore, NCoR acts
as a novel regulator of TRbPV-mediated activation of PI3K
signaling via competition with the receptor for binding to
the same p85a domain. Therefore, this corepressor could
be considered a tumor suppressor in the mouse model of
thyroid cancer [13]. The activity of PI3K is negatively
regulated by the protein phosphatase PTEN (phosphatase
and tensin homolog). A recent study demonstrated that
PTEN deficiency accelerates tumor progression and
increases lung metastasis formation in TRbPV/PV mice,
reducing their survival. PTEN deficiency further activates
AKT, increasing Cyclin D1 expression and decreasing
apoptosis in TRbPV/PV thyroids [56]. Taken together, the
results obtained with the TRbPV/PV mouse model demon-
strate that the dominant-negative receptor interacts with
multiple signaling pathways to induce thyroid carcinogen-
esis in mice.
In addition to thyroid carcinoma, TRbPV/PV mice also
spontaneously develop thyrotropin-secreting pituitary
adenomas (TSHomas). In these tumors, Cyclin D1 is over-
expressed and the retinoblastoma protein is hyperpho-
sphorylated [57]. In agreement with our previous results
[10,38], liganded TRb also represses cyclin D1 transcrip-
tion in the pituitaries through the CRE and is recruited to
the promoter via interaction with CREB (CRE binding
protein) transcription factors. This repressive effect is lost
in TRbPV mice, resulting in constitutive activation of
Cyclin D1 expression and leading to aberrant thyrotrope
proliferation [57]. Very recent results have shown that
AKT and its downstream effectors are also activated in
TRbPV/PV mice pituitaries. This activation inhibits protea-
somal degradation of Cyclin D1 and could contribute to
increased cell proliferation and aberrant pituitary growth
[58]. Interestingly, TRb mutations have been reported in
patients with TSHomas [59,60]. Similar to TRbPV/PV, these
TRbmutants have impaired T3 binding and exhibit domi-
nant-negative activity against wild-type TRs, suggesting
that mutation of the TRb gene is one of the genetic events
underlying the tumorigenesis of TSH-producing tumors in
humans, although spontaneous tumors are rarely found in
TR knockout mice.
Can TRs also enhance carcinogenesis?
In addition to the studies describing that TRs can function
as tumor suppressors, other reports, mainly obtained in
cultured cells, support the concept that wild-type TR
can enhance carcinogenesis. For instance, besides the
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well-known role of thyroid hormones as stimulators of the
proliferation of tumor pituitary cell lines [42], they have
also been described to increase proliferation and to
enhance the estrogen-mediated growth of MCF-7 and
T47-D breast cancer cell lines [16,61]. T3 can also induce
proliferation and increase estrogen receptor a mRNA
levels in ovarian surface epithelial cells, which could
explain epidemiological links between hyperthyroidism
and increased risk of ovarian cancer [62]. T3 also
enhances proliferation of the prostatic cell line LNCaP
by downregulating an antiproliferation gene, B-cell
translocation gene 2 [63]. By contrast, studies with
genetically modified mice have demonstrated that TRa
is required for normal epithelial intestinal cell prolifer-
ation. T3 controls transcription of b-catenin in an epi-
thelial cell-autonomous way [64]. As Wnt/b-catenin plays
a crucial role in intestinal tumorigenesis, these obser-
vations open a new perspective on the study of TRs as
potential tumor inducers.
These observations suggest that TRs could play a dual
role in carcinogenesis. Because TR actions are complex and
tissue- and time-specific, aberrant expression of the var-
ious TR isoforms might have divergent effects in different
tumor cells or at different stages of tumor development.
Concluding remarks
This review presents evidence obtained from both human
and experimental animal studies that thyroid hormone
receptors are important regulators of cell growth and
malignant transformation. It is interesting to note that
these receptors can play a dual role, because they are
required for normal growth and proliferation of different
tissues, but they can also act as growth suppressors in
certain types of cancer cells. Interestingly, although TRs
have ubiquitous expression in mammalian tissues, they
can be absent or expressed at low levels in a number of
transformed cells. Furthermore, these receptors are often
mutated or their expression is inactivated in human can-
cer, suggesting their role as tumor suppressors. Indeed,
characterization of the mutant receptors present in the
tumors has shown that they often act as dominant nega-
tives of wild-type TRs. Furthermore, v-erbA, a mutant
TRa, and TRbPV that act as dominant-negative TRs cause
cancer in animals. Accordingly, TR suppresses transform-
ation, tumor growth and metastasis formation in exper-
imental animals. Although many targets and mechanisms
for the anti-oncogenic actions of TRs have already been
identified (Figure 2), many questions remain to be
answered before a complete understanding of their role
Figure 2. Proposed model for the anti-oncogenic actions of thyroid hormone receptors. (a) Wild-type thyroid hormone receptors (TRs) regulate expression of genes
involved in cell proliferation, transformation and invasiveness through different mechanisms. The receptors can regulate gene transcription by binding to either positive or
negative thyroid hormone response elements (TREs), and they can also transrepress expression of genes that contain activator protein 1 (AP-1) or cyclic AMP response
elements (CRE) motifs. AP-1 motifs are binding sites for members of the Fos and Jun proto-oncogene family, and CRE motifs bind B-Zip transcription factors, such as CREB
(cyclic AMP response element binding protein) or ATF-2 (activation transcription factor-2), that are targets of the Ras/mitogen activated protein kinase (MAPK) pathway. In
addition, TRs modulate gene expression by post-transcriptional mechanisms. For instance, they induce proteasomal degradation of key proteins, such as pituitary tumor-
transforming 1 (PTTG-1) or b-catenin. (b) The mutant receptors associated with somatic mutations in human tumors, the viral v-ErbA oncoprotein or the PV mutant that
induces tumors in mice, present a strong dominant-negative activity and act by antagonizing the actions of the native TRs. They lose the ability to regulate ligand-
dependent transcription, of interfering with AP-1 or CRE activity, and of inducing protein degradation, leading to oncogenesis.
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in cancer (Box 2) and the general mechanism for TR-
mediated suppression of transformation is still not con-
clusive. Given the important impact of this disease, clar-
ifying the mechanisms by which TRs influence tumor
progression and elucidating their roles in metastatic
growth, which causes most deaths from solid tumors,
should lead to a better understanding of the biology of
cancer and its susceptibility to treatment in humans.
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Abstract
DNAmethylation is the best studied epigenetic factor, playing a key role in producing stable changes in gene expression,
thus defining cell identity and function and adapting cells to environmental changes. DNA methylation has also been
recently shown to mediate cell responses to physiological endocrine signals. Moreover, alterations of the normal DNA
methylation pattern can also contribute to the development of endocrine and metabolic diseases and can explain the
relationship between an individual’s genetic background, the environment, and disease. It should be remarked that
although DNA methylation and demethylation are active processes, epigenetic changes produced during development
can impact adult processes, establishing the idea that endocrine function can be persistently affected by events occurring
in early life. Given the complexity of the endocrine system, both genetic and epigenetic processes, including DNA
methylation, must be involved in its proper development and functioning. In this study, we summarize the recent
knowledge in the field of DNAmethylation and endocrinology. Given that DNAmethylation can be involved in a number of
endocrine and metabolic disorders, understanding and manipulating this modification opens a new door for preventing
and treating endocrine diseases.
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What is epigenetics?
The term ‘epigenetics’ has classically been used to
explain phenotypic events that cannot be described by
genetic mechanisms. Waddington (1942) coined the
term ‘epigenetics’ in the 1940s, defining epigenetics
as ‘the branch of biology that studies the causal
interactions between genes and their products, which
bring the phenotype into being’. An updated definition
now considers epigenetic conditions to be those that
affect gene expression without changing the nucleotide
sequence, in a way that can involve mitotic, or, less
frequently, meiotic inheritance (Holliday 2006), con-
ferring a certain stability on epigenetic events through
cell generations. Very recently, Skinner et al. (2010)
have defined epigenetics as ‘molecular factors and
processes around DNA that are mitotically stable and
regulate genome activity independent of DNA
sequence’. Although most of the cells in a multicellular
organism share the same genetic information, an
organism produces many different cell types during its
development, each characterized by a typical gene
expression profile and by specific functions. Conse-
quently, cell differentiation might be considered as a
largely epigenetic phenomenon. The first epigenetic
modification identified was DNA methylation in the
1970s (Holliday & Pugh 1975). However, epigenetics
also addresses covalent modifications of histones
and the mechanisms through which they alter chroma-
tin structure (Turner 1998). Other gene regulation
mechanisms such as non-coding RNA are also included
among epigenetic pathways (Aguilera et al. 2010).
Epigenetic processes are likely to be expanded in
the future. For example, the recent identification
of hydroxymethylcytosine residues is a new epi-
genetic mark whose function remains to be elucidated
(Kriaucionis & Heintz 2009). In this review, we will
focus on only one of these epigenetic modifications,
namely DNA methylation.
DNA methylation
DNA methylation is the most extensively investigated
epigenetic modification because more than two
decades ago it was shown to play a critical role in
cancer. Feinberg & Vogelstein (1983) demonstrated for
the first time that tumor cells can lose DNAmethylation
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at specific DNA regions. Subsequently, many labora-
tories identified a number of tumor suppressor genes
that often become aberrantly hypermethylated and
repressed in cancer cells (Feinberg 2007). Later on,
investigations moved outside of the cancer field and
today it is well established that DNA methylation is
essential for normal development and differentiation
in mammals (Fraga 2009). DNA methylation consists
of the covalent addition of a methyl group at the
5-position of cytosines. This normally occurs on a
cytosine followed by a guanine, called a CpG dinu-
cleotide. This dinucleotide normally occurs at low
frequency in vertebrate DNA. However, stretches of
DNA with a high CCG content and a high frequency of
CpG dinucleotides relative to the bulk genome have
been defined as CpG islands by Gardiner-Garden &
Frommer (1987). Most CpG dinucleotides are methyl-
ated, but those located in CpG islands are usually
unmodified. Although CpG islands are located pre-
ferentially in gene promoters or regulatory regions,
most of these dinucleotides are nonetheless found
in repetitive DNA elements. The DNA methylation
pattern is removed in the early embryo and then
reconstituted at the time of implantation (Kafri et al.
1992). DNAmethylation is also responsible for genomic
imprinting, securing monoallelic gene expression by
repressing expression of the paternal or maternal
genes, for X-chromosome inactivation in females, and
for silencing of parasitic elements (Payer & Lee 2008,
Kacem & Feil 2009).
Although methylation of cytosine bases (mCs) in
CpG dinucleotides is the principal form of DNA
methylation, other modifications such as methylation
of cytosine in CpNpG trinucleotides (where N denotes
any base) or hydroxymethyl cytosines (hmCs) also exist,
and all these modifications define the DNA methylome
of a cell. A full methylome analysis should include these
modifications in addition to mCG, although the
biological function of mCGs and hmCs has not yet
been clarified (Beck 2010). Methylome analysis, as well
as the analysis of other epigenetic marks, will be needed
to define the epigenome map characteristics of normal
development and differentiation, including develop-
ment of endocrine glands, and for the identification of
genomic regions involved in endocrine and non-
endocrine disorders. Another unresolved issue in
DNA methylation is that of bisulfite sequencing, the
currently used method of analysis that relies on the
conversion of unmethylated cytosine residues to uracil
cannot distinguish between methylation and hydro-
xymethylation, and densely hydroxymethylated regions
of DNA may be underrepresented in quantitative
methylation analyses (Huang et al. 2010). In 2009, the
first genome-wide, single-base resolution maps of
methylated cytosines in a mammalian genome have
been resolved (Lister et al. 2009). Surprisingly, and in
contrast with differentiated cells, a significant fraction
(almost one-quarter) of the methylation found in
embryonic stem cells occurred in a non-CG context.
This modification was lost on induction of differen-
tiation and was restored in induced stem cells. These
interesting results provide a foundation for future
studies exploring this key epigenetic modification in
human disease and development and to analyze its role
in endocrine function.
DNA methyltransferases (DNMTs):
hormonal control of DNMT expression
S-adenosylmethionine acts as a methyl donor for
addition of the methyl group to cytosine residues
within CpG dinucleotides. This reaction is catalyzed by
DNA methyltransferase (DNMT) enzymes. In mam-
mals, DNMTs include four members, in two families
that are structurally and functionally distinct. The
DNMT3 family establishes the initial CpG methylation
pattern, whereas DNMT1 maintains this pattern during
DNA replication (Mortusewicz et al. 2005, Chen & Li
2006). The DNMT3 family has three members:
DNMT3A, DNMT3B, and DNMT3L (DNMT3 like).
DNMT3L does not have enzymatic activity but may
function as a regulator of DNA methylation. Inacti-
vation of DNMT1, DNMT3A, and DNMT3B by gene
targeting was found to cause lethality in mice, either
pre- or post-natally. DNMT3A and DNMT3B act
basically as de novo methyltransferases establishing the
DNA methylation patterns at early developmental
stages, although they have also a function at later stages
maintaining global DNAmethylation levels. In contrast,
DNMT1 lacks de novo methyltransferase activity but
serves as a maintenance for methyltransferase by
copying the DNA methylation pattern from the
parental strand to the daughter strand after DNA
replication (Robertson 2005; Fig. 1).
Recent results suggest that DNMT expression is
under hormonal control. For instance, DNMT3A,
DNMT3B, and DNMT1 are under the regulation of
female sex steroid hormones during themenstrual cycle
(Yamagata et al. 2009, vanKaam et al. 2011), and aberrant
expression of DNMTs was observed in endometriosis
(Wu et al. 2007, vanKaam et al. 2011).On the otherhand,
estradiol increases DNMT3A and DNMT3B expression
in the dorsal hippocampus, and increased methylation
of memory suppressor genes (e.g. reelin) may be crucial
for estradiol to enhance memory consolidation (Zhao
et al. 2010). Paradoxically, even though congenital
hypothyroidism is associated with impaired cognitive
development, increased methylation of the reelin and
BDNF genes is also found in the hippocampus of
hypothyroid rats (Sui & Li 2010), showing the complex
effects of thyroid hormones in brain development.
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Alterations in male reproductive tract development
and postpubertal prostatitis observed after exposure
to the antiandrogenic compound vinclozolin during
gonadal sex determination could also be related to
changes in DNMTs expression in the testis and prostate
(Anway & Skinner 2008, Anway et al. 2008, Cowin
et al. 2010). Furthermore, changes in DNMT1 expre-
ssion have been shown to contribute to both prostate
cancer initiation and promotion (Esteller 2005,
Feinberg et al. 2006).
Peptide hormones can also regulate DNMT
expression. For instance, autocrine human GH
(hGH) increases expression of DNMT1, DNMT3A,
and DNMT3B in mammary carcinoma cells and it has
been postulated that the oncogenic effects of hGH in
these cells is secondary to the increase in DNMTs that in
turn causes silencing of the plakoglobin gene by
hypermethylation of its promoter CpG island (Shafiei
et al. 2008).
Although DNMT expression and function can be
regulated by hormones, the cited studies show mostly
correlative effects and the molecular mechanisms
involved are still poorly understood.
Gene repression by DNAmethylation: link to
histone modifications
In general, DNA methylation leads to repression of
gene expression. Normally, methylated genes are either
not transcribed into mRNA or transcribed at a markedly
reduced rate (Esteller 2005, Feinberg et al. 2006).
Cytosine methylation alters the structure of the major
groove of DNA, and this can block the recruitment of
transcription factors to their binding sites and inhibit
gene transcription. However, although DNA methyl-
ation can affect association of several transcription
factors (including E2F, MLTF, or CTCF) to their
recognition sites, other transcription factors, such as
Sp1, can still bind to methylated DNA. In addition to
altering transcription factor binding, DNA methylation
allows the recruitment of proteins with high affinity for
methylated CpGs (methyl binding proteins or MBDs)
that can repress gene expression. Five MBDs have been
identified (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, and MBD4),
and excluding MBD4, they induce transcriptional
silencing (Bird & Wolffe 1999). Histone deacetylation
is linked to chromatin compaction and transcriptional
repression, and after binding to methylated CpG
dinucleotides, the MBD MeCP2 interacts with core-
pressor complexes containing histone deacetylases
(HDACs) and Sin3a inducing gene silencing (Jones
et al. 1998, Nan et al. 1998). Interestingly, the same
corepressor complexes are recruited to hormone
nuclear receptors and mediate ligand-independent
repression of gene expression by some unliganded
non-steroid receptors and by antagonist-bound steroid
receptors (Aranda & Pascual 2001). Other MBDs
interact directly with DNMT1 and with one or more
HDACs (Fuks et al. 2000, 2001, Robertson et al. 2000,
Rountree et al. 2000, Aapola et al. 2002, Kimura &
Shiota 2003), suggesting the existence of a functional
cooperation between CpG methylation and histone
deacetylation that silences gene expression in a
stable manner.
The N-terminal tails of histones can undergo
different posttranslational modifications that seem to
have a crucial influence on chromatin structure and are
linked to either transcriptional repression or activation
(Kouzarides 2007). Whereas histone acetylation is
normally associated with transcriptionally active chro-
matin, methylation of histone H3 at particular residues
can lead to local formation of heterochromatin, which
in contrast with DNA methylation that causes stable
transcriptional repression is fully reversible. The
existence of a cross talk between DNA methylation
and histone modifications, which can be mediated by
interactions between histone methyltransferases and
DNMTs, has been recently demonstrated (Fig. 2).
Relationships between DNA methylation and histone
modification have implications for understanding
normal development as well as somatic cell reprogram-
ming and tumorigenesis (Cedar & Bergman 2009).
Thus, histone deacetylation facilitates methylation of
H3K9 by the histone methyltransferase G9a. Methyl-
ation of this residue facilitates the recruitment of the
DNMT3A
DNMT3B
'maintenance'
methylation
Replication
DNMT1
'de novo'
methylation
Figure 1 The DNA methyltransferases DNM3A and DNMT3B are responsible for de novo methylation,
whereas DNMT1 is in charge of maintaining methylation after DNA replication by modifying the daughter
strand. The daughter strands of DNA following replication are unmethylated. Hemi-methylation status is
recognized by DNMT1, which is recruited to the replication fork, and then restores the parental methylation
pattern. Unmethylated CpGs are shown by empty circles and the methylated nucleotides by red circles.
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heterochromatin protein 1 (HP1), allowing local
heterochromatinization. The histonemethyltransferase
G9a also recruits DNMT3A and DNMT3B, inducing
de novo DNA methylation, at the final step of silencing
of pluripotency genes (Feldman et al. 2006). These
functions of the histone methyltransferase-containing
complexes appear to play an important role in post-
implantation gene repression by DNA methylation and
represent a basic example of the cross talk between
DNA methylation and histone posttranslational
modifications.
DNA methylation and endocrine diseases
Epigenetic changes are not only responsible for normal
development, but they are also involved in disease.
Genetic lesions, including mutations, deletions, or
breakages, are well known to produce disorders in
humans, but there is increasing evidence that diseases
can also be caused by epigenetic alterations. Changes in
DNAmethylation can cause silencing of normally active
genes or activation of normally silent genes. This
could occur in cancer, in hereditary disorders resulting
from DNA methylation defects, and in late-onset
diseases caused by the interaction of genomic, epige-
netic, and environmental changes (Robertson 2005,
Feinberg 2007).
The Beckwith–Wiedemann syndrome, an overgrowth
disorder characterized by an increased risk of cancer
and different malformations, is an example of a single-
gene epigenetic disease. Some patients with Beckwith–
Wiedemann syndrome show loss of imprinting of
insulin-like growth factor 2 (IGF2), leading to an
increase in the levels of this growth factor (DeBaun
et al. 2002). A human disorder with multiple hormone
resistance, the pseudohypoparathyroidism type IA
(PHPIA), is also caused by tissue-specific differential
imprinting of splice variants of the guanine nucleotide
regulatory protein (encoded by GNAS1; Lalande 2001).
Other class of monogenic diseases involves mutation of
genes involved themselves in methylation machinery.
For instance, Rett syndrome is caused by mutations that
affect the methyl-CpG-binding protein MeCP2. Rett
syndrome is a neurodevelopmental disorder that affects
mainly females. Among other symptoms, affected
patients can have seizures, present intellectual disability
with learning difficulties, and have no verbal skills. This
phenotype argues for the primacy of MeCP2, as
opposed to other MBDs, in the silencing mechanism
associated with DNA methylation, at least in the central
nervous system. In Rett syndrome, DNA methylation is
not altered, but gene silencing is abnormal because
DNA methylation goes unrecognized (Bienvenu &
Chelly 2006).
Gene hypomethylation is a common event in cancer,
although site-specific hypermethylation and other
epigenetic chromatin modifications are also found in
tumors (Cedar & Bergman 2009). A large number of
cancer-related genes that are silenced or activated by
aberrantly methylated CpG islands have been identified
in different types of tumors indicating that epigenetic
events play a key role in tumorigenesis (Costello et al.
2000). Many growth-promoting genes are activated in
tumors due to DNA hypomethylation and, not surpris-
ingly, some major hypermethylated genes in cancer
include tumor suppressors (Feinberg & Vogelstein
1983). In the case of an imprinted tumor suppressor
CoA
 CoR
 
TF
HMTs
K9HDACs
MBDs
HATs 
HP-1
Acetylation H3-K9meH3-K4me
Transcription Silencing
CpG Me-CpG
HDMTs
HMTs
K4
Deacetylation
Figure 2 DNA methylation causes gene silencing. Transcriptionally active chromatin is characterized by
unmethylated DNA and binding of transcription factors (TF) with recruitment of coactivators (CoA) and
histone-modifying enzymes such as histone acetyltransferases (HATs), methyltransferases (HMTs), and
demethylases (HDMTs), which induce among other modifications of histone acetylation and H3 di- or
tri-methylation in lysine 4 (H3-K4me, a marker of active chromatin). CpG methylation (Me-CpG) silences
gene expression by recruitment of methyl-binding proteins (MBDs), the heterochromatin protein HP-1,
corepressor (CoR) complexes containing histone deacetylases (HDACs), and histone methyltransferases
leading to deacetylation of the histone tails and methylation of H3 in lysine 9 (H3-K9me). These silencing
complexes produce chromatin compaction. Many other epigenetic factors are also known to control gene
transcription and silencing and therefore this figure illustrates only an example of regulation of gene
expression.
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gene, hypermethylation of only one allele is sufficient to
cause a total loss of its tumor suppressor function
because the other allele is already inactive (Feinberg
et al. 2006). On the contrary, loss of imprinting of an
oncogene can lead to overexpression of the oncogenic
protein and consequently to increased risk of tumor
formation. Importantly, lymphocytes in w10% of the
human population have loss of imprinting at the IGF2
locus. Interestingly, the IGF2 receptor (IGFR2) gene
that functions as a tumor suppressor is not imprinted in
humans but is imprinted and has a maternal expression
in mice. Therefore, it has been predicted that the
incidence of tumors resulting from IGFR2 inactivation
should be lower in humans than in mice (Jirtle &
Skinner 2007).
DNA methylation of tumor suppressor genes is
common in endocrine cancer. To give a few examples,
epigenetic gene silencing of tumor suppressor genes,
including E-cadherin, PTEN, RASSF1A, and FGFR2,
and of differentiation-related genes, such as TSH
receptor and the sodium-iodide symporter, has been
reported in thyroid cancers (Kondo et al. 2006, 2007,
Xing 2007). Frequent promoter hypermethylation of
the APC, RASSF1A, or Rap1GAP tumor suppressors is
found in parathyroid tumors (Juhlin et al. 2010). von
Hippel–Lindau inactivation by promoter methylation is
an important pathway for the development of malig-
nant sporadic pancreatic endocrine tumors (Schmitt
et al. 2009) and pheochromocytomas (Cascon et al.
2004), and loss of pRb and neuronatin expression is
associated with promoter hypermethylation in pituitary
adenomas (Simpson et al. 2000, Dudley et al. 2009, Revill
et al. 2009).
The existence of hormone-independent tumors is a
substantial problem for the treatment of several
endocrine tumors with hormone antagonists. Hyper-
methylation can selectively silence multiple promoters
of steroid receptors in hormone-dependent cancers,
including ovarian, endometrial, breast, and prostate
cancer. Aberrant DNA methylation of the promoter
region of estrogen (ER), progesterone (PR), and
androgen (AR) receptors can play an important role
in the loss of hormone dependence, although resist-
ance to hormonal treatment can appear even in the
presence of steroid receptor expression (Lapidus et al.
1996, Jarrard et al. 1998, Sasaki et al. 2003, Asada et al.
2008). Interestingly, DNMT inhibitors such as 5-aza-2 0-
deoxycytidine and HDAC inhibitors such as trichostatin
A have been successfully used to induce ER expression
in ER-negative breast cancer cells (Ferguson et al. 1995)
and to sensitize hormone-resistant ER-negative breast
cancer cells to tamoxifen (Jang et al. 2004). It is
increasingly recognized that epigenetic gene silencing
plays a major role in tumor initiation and progression
in hormone-dependent cancers. Indeed, in the first
genome-wide DNA methylation profiling according to
the receptor status of breast cancer, it has been found
that ER/PR status affects the global DNA methylation
profile (Li et al. 2010).
Expression of other non-steroid hormone nuclear
receptors has also been found to be inactivated by
promoter DNA methylation in tumors. This is the case
for the thyroid hormone receptor b isoform (TRb),
which can function as a tumor suppressor (Martinez-I-
glesias et al. 2009, Garcia-Silva et al. 2011). The TRb
promoter is methylated in early stage breast cancer
tumors (Li et al. 2002). The same occurs with the
retinoic acid receptor b (RARb). Retinoic acid (RA), an
active metabolite of vitamin A, plays a key role in
development and has important antitransforming
actions in many types of cancer cells. RARb is one of
the tumor suppressor genes that are more often
epigenetically inactivated in tumors (Esteller et al.
2002). Very recently, it has been found that RA plays a
key role in the fate of intestinal cells through regulation
of DNA demethylase activity (Rai et al. 2010). DNA
demethylation has been proposed to involve the
cooperative actions of proteins from the cytidine
deaminase family (activation-induced deaminase and
Apobec2), the G:T mismatch-specific glycosylase family
(MBD4), and a DNA repair protein family (GADD45;
Rai et al. 2008). However, the role of GADD45 in
promoting DNA demethylation is still controversial (Jin
et al. 2008) and DNA methylation is conserved in
genetically modified mice lacking GADD45 (Engel et al.
2009). Loss of the adenomatous polyposis coli (APC)
tumor suppressor gene is the key initiating step in a
model of genetic and epigenetic events that lead to
colorectal cancer. Loss of APC causes upregulation of a
DNA demethylase system and the concomitant hypo-
methylation of key intestinal cell fating genes, whereas
RA strongly downregulates demethylase components,
thereby promoting DNA methylation of key genes
and helping progenitor cells commit to differentiation
(Rai et al. 2010).
Hormonal control of DNA methylation/
demethylation at target promoters
Although the mechanisms of DNA demethylation are
not yet totally understood and remain a controversial
issue (Ooi & Bestor 2008), recent data obtained
studying the effect of hormones, mainly ligands of
nuclear receptors, on transcription of their target genes
indicate that they can mediate active DNA demethyl-
ation occurring independently of DNA replication.
One of the first evidence was obtained with the
glucocorticoid receptor (GR). Glucocorticoids cause
local DNA demethylation of the tyrosine aminotrans-
ferase (Tat) gene around a glucocorticoid response
element that is located 2.5 kb upstream of the
DNA methylation in endocrinology . V GARCI´A-CARPIZO and others R79
www.endocrinology-journals.org Journal of Molecular Endocrinology (2011) 47, 75–89
transcriptional start site. Kress et al. (2006), showed that
demethylation is a consequence of an active mechanism
that involves the creation of DNA nicks 3 0 to the
methylcytidine and the participation of a demethylase
initiating a base excision repair.
GR-dependent demethylation was slow since it was
detected after a few hours of stimulation. However, a
rapid methylation/demethylation at the ER target gene
pS2 has been observed in breast cancer cells (Kangas-
peska et al. 2008, Metivier et al. 2008). It had been
previously shown that ER is recruited in a cyclic manner
to the pS2 promoter and that this is followed by the
assembly of coactivators, which in turn provokes local
structural changes in chromatin. This allows the
engagement of the basal transcription machinery and
the activation of the RNA polymerase II, which is then
followed by the recruitment of corepressor complexes
and the initiation of the next transcriptional cycle
(Metivier et al. 2003). Remarkably, these changes are
accompanied by changes in the methylation of CpG
dinucleotides in the pS2 promoter and breaks in the
sugar–phosphate backbone of DNA. Cyclical methyl-
ation and demethylation of CpG dinucleotides had a
periodicity of around 100 min, implying the existence
of an active demethylation process. Methylation takes
place at each transcriptional cycle after the occupancy
of ER and polymerase II and is connected with the
recruitment of MeCP2 and DNMT1 to the pS2
promoter. Recruitment of MBD2 and MBD3 occurs
later, simultaneously with the recruitment of the
remodeling complex NuRD. CpG methylation at the
pS2 promoter is strand specific, occurring primarily in
the transcribed strand. DNMTs appear to exhibit dual
actions during these cycles, being involved in CpG
methylation and also in active demethylation of
5mCpGs through deamination. As stated above,
demethylation of the Tat gene involves the formation
of DNA nicks, and CpG methylation/demethylation at
the pS2 promoter also involves a base excision repair
process with base substitution (Metivier et al. 2008). The
following process has been suggested: deamination of
5mC by DNMT3A or DNMT3B would result in a T/G
mismatch, which would be repaired by a thymine DNA
glycosylase by excision of the mispaired cytosine,
generating an abasic residue. This would be followed
by the action of apurinic/apyrimidinic endonuclease I,
which would create a single nucleotide gap by cleaving
the phosphodiester bond 5 0 to the excised base. Then,
DNA polymerase b would replace the missing nucleo-
tide and finally a DNA ligase would end the repairing
process (Reid et al. 2009; Fig. 3).
Another example of rapid methylation/demethyla-
tion in a hormonally regulated promoter has been
provided by the cytochrome p450 27B1 (CYP27B1), the
final enzyme in vitamin D biosynthesis (Kim et al. 2009).
CYP27B1 gene expression is regulated by two calcemic
hormones: parathyroid hormone (PTH) and vitamin D.
PTH activates CYP27B1 transcription through stimu-
lation of protein kinases A and C (PKA and PKC),
whereas vitamin D through binding to its nuclear
receptor, VDR, represses CYP27B1 transcription. A
basic helix–loop–helix transcriptional activator (VDR-
interacting repressor, VDIR) binds to the CYP27B1
promoter and VDR interacts with VDIR and represses
transcription by means of recruiting a HDAC corepres-
sor complex (Murayama et al. 2004). Reflecting vitamin-
D-mediated transrepression of the CYP27B1 gene, rapid
methylation of CpG sites is induced by vitamin D in
this gene promoter. This methylation step requires
DNMT1 and DNMT3B. Conversely, treatment with
PTH causes active CpG demethylation of the CYP27B1
promoter. Purification of a VDIR-associated complex
showed the presence of both DNMTs and the DNA
glycosylase MBD4 in the complex. Activation of PKC
by PTH causes MBD4 phosphorylation and activation.
The DNA glycosylase would cause the excision of the
mispaired nucleotide and a base excision repair process
would achieve CpG demethylation of the promoter
(Kim et al. 2009). Thus, the results obtained with the
CYP27B1 promoter further suggest that DNA methyl-
ation/demethylation plays an important role in
hormonal regulation of transcription.
Other member of the CYP superfamily, oxysterol
7a-hydroxylase (CYP7B1), is also regulated by DNA
methylation. The nuclear receptor peroxisome pro-
liferator-activated receptor a (PPARa) represses liver
expression of CYP7B1 in females but not in males.
This inhibition appears to involve a sex-specific
sumoylation of the receptor and is mediated by
methylation of a Sp1 site in the CYP7B1 promoter,
which contains a CpG dinucleotide. Methylation of
this CpG inhibits binding of Sp1 to the promoter.
Furthermore, complexes containing MBDs, NCoR,
TDG
MBD4
Cytidine deaminases
DNM3
Deamination
N-glycosyl
cleavage
Single
nucleotide
gap 
CpG
CpG
me
BER
machinery
DNMTs
Figure 3 Proposed model for active DNA methylation/demethyla-
tion at steroid hormone target promoters. The process would
involve deamination to thymidine resulting in T/G mismatch.
The action of a thymine DNA glycosylase (TDG) such as MBD4
would initiate a process of repair that would be completed by the
base excision repair (BER) machinery leading to unmethylated
CpG, which can then be again methylated by DNMTs starting
a new cycle.
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HDACs, and histonemethyltransferases are recruited to
methylated DNA (Yoon et al. 2003), and it was found
that these complexes are involved in inhibition of
CYP7B1 gene transcription by PPARa (Leuenberger
et al. 2009).
DNA methylation and the persistent
neonatal effects of glucocorticoids in
the brain
Exposure to stress during neurodevelopment has an
effect on the quality of physical and mental health.
Maternal care might influence hypothalamic–pituitary–
adrenal (HPA) function in the rat through epigenetic
programming of GR expression (Weaver et al. 2007).
In humans, childhood abuse alters HPA stress
responses and increases the risk of suicide. Decreased
levels of GR mRNA and increased methylation of the
GR promoter were found in hippocampus from abused
suicide victims that also showed a decrease in NGFI-A
transcription factor binding. These findings translate
previous results from rat to humans and suggest a
common effect of parental care on the epigenetic
regulation of hippocampal GR expression (McGowan
et al. 2009). The most normally used technique to
induce early life stress is periodic infant–mother
separation during the neonatal period. This causes an
irreversible increase in glucocorticoid secretion with
disruption of the activity of the HPA axis and increased
sensitivity to stress later in life, which are related to
disorders of mood and cognition. Murgatroyd et al.
(2009) have examined the expression of AVP and CRH
in early life stress. These hypothalamic secretagogues
regulate HPA axis activity by increasing ACTH
expression. They found that neonatal stress induces
lifelong hypomethylation of the AVP gene, causing
increased AVP expression, activation of the HPA axis,
and behavioral alterations. They found that hypomethy-
lated CpG residues serve as DNA-binding sites for
MeCP2 that is phosphorylated by CaMKII after
depolarization of hypothalamic cells. Thus, this study
defines this methyl CpG-binding protein as an import-
ant component in the epigenetic programming of
neuroendocrine and behavioral functions.
There is evidence for hypercortisolemia playing a
role in the generation of psychiatric symptoms and for
epigenetic variation within HPA axis genes mediating
behavioral changes also in the adult. When mice are
treated with corticosterone, they exhibit anxiety-like
behavior together with a significant decrease in the
hippocampal mRNA levels of GR and an increase in
the stress-related gene Fkbp5. This gene encodes a
co-chaperone of hsp90 that binds to GR and promotes
cytoplasmic localization of the receptor, regulating GR
sensitivity. Differences were seen in Fkbp5 methylation
in hippocampus and hypothalamus of glucocorticoid-
treated animals. The same occurs in a mouse hippo-
campal neuronal cell line exposed to corticosterone.
This suggests that DNA methylation plays a role in
mediating effects of glucocorticoid exposure on FKBP5
function, with potential consequences for behavior
(Lee et al. 2010).
Lower weight at birth is associated not only with risk
of metabolic syndrome but also with cardiovascular
disease and hypertension in adulthood (Stein et al.
1996, Heijmans et al. 2008). The renin–angiotensin
system appears to play a role in this process since a
maternal low-protein diet results in undermethylation
of the At1b angiotensin receptor promoter and
early overexpression of this gene in the adrenal
of offspring (Bogdarina et al. 2007). Furthermore,
maternal glucocorticoids modulate this effect on fetal
DNA methylation since treatment of rat dams with the
11-b-hydroxylase inhibitor metyrapone prevents the
epigenetic change and hypertension in the offspring
(Bogdarina et al. 2010). Collectively, these studies
suggest that DNA methylation might have an important
role on the long-term effects of glucocorticoids in
neonatal brains. However, as the absolute changes are
low and the cell-type composition was not always
systematically analyzed, further studies are needed to
determine the functional role of epigenetic factors in
the long-term effects of early development.
The pro-opiomelanocortin (POMC) gene plays an
important role not only in the regulation of the HPA
axis and adrenal development but also in obesity. The
POMC gene is activated in ACTH-dependent Cushing’s
syndrome. This disorder may be a consequence of
activation of the highly tissue-specific POMC promoter
in pituitary and non-pituitary sites. This promoter
contains a CpG island, which is methylated in normal
non-expressing tissues, but is specifically demethylated
in expressing tissues and tumors (Newell-Price et al.
2001). Methylation near the response element for the
tissue-specific POMC activator PTX1 abolishes binding
of this transcription factor that plays a key role in
pituitary development. It has been suggested that the
POMC promoter could show different degree of
methylation in POMC-expressing hypothalamic
neurons, thus influencing food intake and obesity
(Newell-Price 2003).
DNA methylation and gonadal hormones
in the developing brain
Many brain sex-specific features arise from effects of the
gonadal steroid hormones, which are exerted during
the perinatal period. Testosterone is converted into
estradiol within developing neurons, and estradiol
mediates several developmental sex differences in cell
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anatomy and physiology. These differences are respon-
sible for dimorphic regulation of pituitary gonado-
tropin secretion and for sex-specific behavior
(McCarthy 2008). Alterations in DNA methylation of
genes essential for sexual brain differentiation, includ-
ing ERa, ERb, and the PR themselves, have been
described to be sex and hormonally regulated. Methyl-
ation of the ERa promoter within the preoptic area,
which is crucial for sexual behavior, is influenced by
maternal care during the neonatal period in rodents.
Thus, maternal licking and grooming has been
demonstrated to alter ERa promoter methylation, and
consequently ERa expression, in a sex-specific manner
(Champagne et al. 2006). In addition, methylation of
the ERa gene in the preoptic area is higher in newborn
females than in males or estradiol-treated females, and
sex and hormone-mediated differences in methylation
were also observed at later stages (Kurian et al. 2010).
While ERa activation is required for neonatal brain
masculinization, ERb activation appears to be involved
in brain defeminization and in the regulation of
neuroendocrine functions, since this receptor coloca-
lizes with neuroendocrine hormones such as GnRH,
CRH, oxytocin, vasopressin, or prolactin. CpG methyl-
ation of the ERb gene in the preoptic area, hypo-
thalamus, or hippocampus of newborns is not
significantly influenced by sex or hormonal treatment.
However, there are differences in ERb methylation in
these brain areas in the adult (Schwarz et al. 2010). On
the other hand, whereas in hypothalamus of newborn
animals no sex differences in PR promoter methylation
are detected, significantly lower levels are found in
adolescent females than males. It has been suggested
that gonadal female hormones promote PR methyl-
ation in the hypothalamus, silencing PR expression
during the critical period of sexual differentiation in
the male, a process that is essential for masculine
behavior in the adult.
Whereas DNA methylation can be profoundly
influenced by gonadal hormones during brain develop-
ment, the effect of these hormones in the adult brain
has received less attention. However, it has been
recently reported that testosterone regulates expression
of vasopressin (AVP) within the bed nucleus of the stria
terminalis (BST) in the adult brain. Castration of male
rats strongly inhibits AVP expression in this nucleus,
and this inhibition is reversed on testosterone treat-
ment. It was found that castration results in AVP
promoter methylation at specific CpG sites in the BST.
Conversely, castration significantly increased ERa
mRNA levels by decreasing ERa promoter methylation.
These results suggest that the DNA methylation pattern
of some steroid responsive genes is actively regulated by
gonadal steroid hormones in the adult brain. It is
intriguing the opposite regulation of ERa and AVP
promoter methylation in response to changes in steroid
hormone levels in the same brain region, and how this
specificity is regulated remains to be elucidated. In any
case, these results indicate that regulation of DNA
methylation in the adult brain could play a role in the
hormonal control of behavior (Auger et al. 2011).
Endocrine disruptors and their possible
transgenerational effects
Epigenetic factors can be altered by the environment
(Fraga et al. 2005, Baryshnikova et al. 2008, Stidley et al.
2010), and increasing evidence suggests that a large
variety of environmental and dietary chemicals can
interfere with normal endocrine functions and result in
adverse consequences. Initial animal studies demon-
strated that compounds with estrogenic activity can
disrupt reproductive tract function. However, it is now
evident that different chemical compounds, referred to
as ‘endocrine disruptors’, can either mimic or interfere
with the normal actions of hormones including not
only sexual steroids, but also thyroid, hypothalamic,
and pituitary hormones (Newbold et al. 2006). The
effect of endocrine disruptors is particularly strong
when exposure occurs during fetal or neonatal periods.
If exposure occurs during these critical stages, it can
produce permanent effects that may be observed much
later in life. For instance, exposure of newborn mice to
environmental estrogens causes uterine lesions and
uterine tumors in adults. Mechanistic studies provided
support that estrogens cause both genetic and epige-
netic alterations in developing target tissues. Thus, the
estrogen-responsive genes lactoferrin and c-fos are
permanently upregulated in the uterus after develop-
mental exposure to the estrogen-like compound
diethylstilbestrol (DES) due to hypomethylation of
the promoter region of these genes after exposure to
this chemical (Li et al. 1997, 2003). DES was prescribed
during many years to pregnant women to prevent
spontaneous abortions. More recently, Tang et al.
(2008) identified 14 genes whose methylation patterns
are altered after neonatal treatment with DES or
genistein (other estrogenic compound), among them
the gene encoding the nucleosomal binding protein 1
(NSBP1), a nucleosome core particle binding protein
that plays a role in chromatin remodeling. On the other
hand, bisphenol-A is a non-steroidal estrogen that is
ubiquitous in the environment. Bromer et al. (2010)
have recently demonstrated that methylation of the
Hoxa10 gene was decreased in the reproductive tract of
mice exposed in utero to bisphenol-A. Decreased DNA
methylation led to an increase in binding of ERa to the
Hoxa10 promoter and to increased estrogen-dependent
transcription. Permanent epigenetic alteration of
sensitivity to estrogen may then be a mechanism
through which endocrine disruptors exert their action.
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The demonstration that many estrogenic compounds
show lifelong effects in animals has raised the concern
that fetal and neonatal exposure to these compounds in
humans could also produce epigenetic changes and
impact negatively human health. For instance, human
fetuses can be exposed to high estrogen levels, due to
unintentional continuation of birth control pill intake
by the mother before detection of pregnancy. On the
other hand, exposure of the mother to environmental
estrogen disruptors or intake of high levels
of phytoestrogens can affect the fetus and even the
infant during breastfeeding, with possible adverse
consequences (Prins 2008).
Although epigenetic transgenerational inheritance is
a controversial issue at the moment, results obtained
with experimental animals have suggested that adverse
effects caused by endocrine disruptors may be trans-
mitted to subsequent generations. Environmental
factors may induce epigenetic changes in the germ
line, which would be passed to the progeny (Jirtle &
Skinner 2007). In agreement with this hypothesis, the
susceptibility for tumors after treatment with DES was
transmitted to the descendants through the maternal
germ cell lineage (Newbold et al. 1998), and prenatal
exposure to the endocrine disruptors vinclozolin (an
antiandrogenic compound) or methoxychlor (an
estrogenic compound) induced an adult phenotype
in the F1 generation of decreased spermatogenic
capacity and increased incidence of male infertility.
Furthermore, these effects were described to be
transferred through the male germ line to nearly all
males of several generations (Anway et al. 2005).
However, the transgenerational effects have not been
reproduced by other groups (Renner 2009), casting
some doubts on the transmission of the effects of
vinclozolin beyond the F1 generation. In contrast, a
recent study has examined genome-wide promoter
DNA methylation alterations in the sperm of F3
generation rats whose F0 generation mother was
exposed to vinclozolin (Guerrero-Bosagna et al. 2010).
This study has identified 52 different regions with
altered methylation in the sperm promoter epigenome,
suggesting again that an endocrine disruptor could
have the ability to induce epigenetic transgenerational
changes. As the DNA methylation differences reported
in this study are very marginal, further investigations
are needed to fully characterize the putative heritability
of epigenetic factors.
Type 2 diabetes, metabolism, and DNA
methylation
Insulin plays a key role in metabolic control, and
therefore, regulation of insulin gene expression has
been extensively analyzed. However, only recently it has
been shown that the insulin promoter is demethylated
specifically in pancreatic b cells both in humans and in
mice. The insulin gene is methylated in mouse
embryonic stem cells and becomes demethylated on
differentiation into insulin-expressing cells. Methyl-
ation of a specific CpG located in a cAMP response
element (CRE) of the insulin promoter inhibits
association of the transcription factors CREB and
ATF2 that bind to the CRE, while inducing MeCP2
recruitment, leading to a strong reduction of promoter
activity (Kuroda et al. 2009). Therefore, promoter
demethylation may play an important role in the
specific expression of the insulin gene in pancreatic
b cells.
Abnormal nutrition during embryonic development
has been shown to influence disease susceptibility in
the descendants. The global prevalence of obesity
and type 2 diabetes is increasing, and parent obesity is
a risk factor for developing obesity in childhood
(Whitaker et al. 1997). In rodents, it has been shown
that when mothers are fed with a high-fat diet (HFD),
male offspring exhibit increased body weight and are
diabetic and insulin resistant. Furthermore, the off-
spring of these males also present insulin resistance,
showing that fathers can start intergenerational inheri-
tance of metabolic diseases (Dunn & Bale 2009).
Accordingly, paternal HFD alters gene expression in
pancreatic b cells of adult female offspring. The Il13ra2
gene, a gene belonging to the Jak–Stat signaling
pathway, presented the highest difference in gene
expression. An epigenetic mechanism appears to
contribute to the altered Il13ra2 expression, since
methylation at CpG K960 of Il13ra2 was significantly
reduced in HFD offspring with respect to controls. This
CpG is located in a putative recognition site for the
transcription factor TCF-1A and for the methylated
DNA binding protein NF-X. These results show that
paternal HFD could affect metabolism of the offspring
by epigenetic regulation of genes important for
pancreatic b cell function (Ng et al. 2010).
Offspring of males fed a low-protein diet also exhibit
metabolic disturbances. Epigenomic profiling of off-
spring livers reveals changes in cytosine methylation
depending on paternal diet, including reproducible
changes in DNA methylation of PPARa, a key lipid
regulator. These results indicate that parental diet
can affect cholesterol and lipid metabolism in offspring
and define a model system to study environmental
reprogramming of the heritable epigenome (Carone
et al. 2010).
Intrauterine growth restriction (IUGR) also increases
susceptibility to age-related diseases, including type 2
diabetes. In a rodent model of IUGR, which develops
diabetes in adulthood, global decreases in DNA
methylation concomitant with a decrease in DNMT1,
MeCP2, and HDAC1 is observed in tissues such as liver
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or brain (Lillycrop 2011). Furthermore, it was found
that expression of PDX1, a pancreatic and duodenal
homeobox 1 transcription factor critical for b cell
function and development, was permanently reduced
in IUGR b cells and underwent epigenetic modifi-
cations: throughout development, there were epige-
netic histone modifications, but after the onset of
diabetes in adulthood, the CpG island in the proximal
Pdx1 promoter was methylated, resulting in permanent
silencing of the Pdx1 locus (Park et al. 2008).
Thompson et al. (2010) have generated the first DNA
methylation map at almost 1 million unique sites
throughout the rat genome in normal pancreatic islet
cells, allowing the identification of the changes that
Table 1 Examples of endocrine conditions associated with DNA methylation changes
Endocrine condition Alteration References
Beckwith–Wiedemann Loss of imprinting of IGF2 DeBaun et al. (2002)
PHPIA Differential imprinting of GNAS1 Lalande (2001)
Endocrine cancers Methylation of tumor suppressor genes Cascon et al. (2004), Kondo
et al. (2006, 2007), Xing
(2007) and Juhlin et al. (2010)
Aberrant promoter methylation of ERa, PR, AR, TRb, and RARb Esteller et al. (2002), Li et al.
(2002) and Asada et al. (2008)
Regulation of DNA demethylase activity in intestinal cancer Rai et al. (2010)
Type 2 diabetes Paternal high-fat diet decreases Il13ra2 promoter methylation
in pancreatic b cells of the offspring
Ng et al. (2010)
Paternal low-protein diet alters PPARa methylation in livers of
the offspring
Carone et al. (2010)
Intrauterine growth restriction decreases globally DNA
methylation as well as DNMT1 and MeCP2 expression
Lillycrop (2011)
Permanent methylation of the Pdx1 gene in b cells after
intrauterine growth restriction
Park et al. (2008)
Intrauterine growth restriction causes changes in DNA
methylation in the proximity of genes with important roles in
b cell function and development
Thompson et al. (2010)
HNF4a methylation in offspring of malnourished mothers Sandovici et al. (2011)
PPARgC1a methylation after overfeeding Brons et al. (2010)
Neuroendocrine disorders
of mood and cognition
Maternal care affects brain GR methylation in rodents Weaver et al. (2007)
GR methylation in childhood abuse victims McGowan et al. (2009)
AVP hypomethylation and upregulation of HPA axis after
infant–mother separation
Murgatroyd et al. (2009)
Glucocorticoids decrease GR expression and reduces
methylation of the anxiety-related gene Fkbp5
Lee et al. (2010)
Cardiovascular disease and
hypertension in adulthood
Maternal low-protein diet induces undermethylation of At1b
angiotensin receptor promoter in the adrenal of the offspring
Bogdarina et al. (2007)
Glucocorticoid administration prevents At1b methylation and
hypertension in the offspring
Bogdarina et al. (2010)
Cushing’s syndrome Demethylation of the POMC promoter in non-pituitary cells
and tumors
Newell-Price (2003)
Sexual hormones and
the brain
Maternal care alters ERa promoter methylation in the preoptic
area of the brain and sexual behavior
Champagne et al. (2006)
Higher ERa methylation in the preoptic area of females Kurian et al. (2010)
Sexual differences in ERb methylation in various brain areas Schwarz et al. (2010)
Castration of male rats causes methylation of the AVP
promoter and reduces ERa methylation in the bed nuclei of
the stria terminalis
Auger et al. (2011)
Increased methylation of the memory suppressor gene reelin
by estradiol
Zhao et al. (2010)
Endocrine disruptors Hypomethylation of estrogen-responsive genes in the uterus
after treatment with DES
Lee et al. (2003)
Changes in NSBP1 promoter methylation after neonatal
treatment with DES or genistein
Tang et al. (2008)
Undermethylation of the Hoxa10 gene in the reproductive
tract of mice exposed in utero to bisphenol-A
Bromer et al. (2010)
Increased expression of DNMT3A and DNMT3L in testis and
prostate of rats exposed to vinclozolin during gonadal sex
determination
Anway et al. (2008) and Cowin
et al. (2010)
Altered methylation pattern in 52 regions of the sperm in
descendants of rats exposed to vinclozolin
Guerrero-Bosagna et al. (2010)
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occur as a consequence of IUGR. Comparison of
growth restricted with normal rats revealed changes in
DNA methylation at a number of novel loci, not limited
to canonical CpG islands or promoters. The specific
loci affected are in proximity to genes with important
roles in b cell function and development, suggesting
that that epigenetic dysregulation is a strong candidate
for propagating the cellular memory of intrauterine
events, causing changes in expression of nearby genes
and long-term susceptibility to type 2 diabetes.
Low birth weight and unhealthy diets are also risk
factors for metabolic disease including type 2 diabetes.
Genetic, non-genetic, and epigenetic data propose a
role of the key metabolic regulator PPARg coactivator
1a (PPARgC1a) in the development of type 2 diabetes.
When challenged with high-fat overfeeding, low birth
weight subjects develop insulin resistance and reduced
PPARgC1a and OXPHOS gene expression. PPARgC1a
methylation was significantly higher in low birth weight
subjects during the control diet. However, PPARgC1a
methylation increased in only normal birth weight
subjects after overfeeding. These changes are revers-
ible, supporting that DNA methylation induced by
overfeeding is reversible in humans (Brons et al. 2010).
Moreover, in a very recent study, it has been shown that
the increased risk of type 2 diabetes in the offspring of
malnourished mothers was associated with the
decreased expression of the orphan nuclear receptor
HNF4a, previously linked with this type of diabetes.
Specifically, a pancreas-specific enhancer of HNF4a
expression is epigenetically inactivated by DNA methyl-
ation in the adult offspring of poorly nourished
mothers, revealing a novel mechanism by which
maternal diet and aging interact through epigenetic
processes to determine the risk of age-associated
endocrine diseases (Sandovici et al. 2011).
Conclusions and perspectives
Epigenetic mechanisms may play a key role in normal
endocrine physiology, as well as in the development of
endocrine diseases. A summary of the changes in DNA
methylation observed to date in relation to different
endocrine conditions is illustrated in Table 1. A better
knowledge of the association between epigenetic
mechanisms and endocrine function should lead to a
better understanding of the molecular basis of endo-
crine disorders and could help to the development of
novel therapeutic strategies. DNA methylation acts at
many levels to regulate hormonal actions: during
development, in response to environmental factors
and endocrine disruptors, in endocrine cancer, endo-
crine therapies, etc. Although many aspects of endo-
crine system epigenetics are still unknown, the recent
advances described here shed a new light on the
importance of this epigenetic modification in the
functioning of the endocrine glands and on the
response of target tissues to hormones. The recent
development of ultra-high-throughput technologies
will allow the description of the whole genome DNA
modifications that occur in endocrine physiology and
pathology. These data hold the potential of defining
the epigenetic signatures associated with endocrine
disorders for future use as diagnostic markers and can
lead to the development of novel epigenetic drugs with
therapeutic applications in specific endocrinological
diseases.
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